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EXPRESION GENETICA ASOCIADA AL ESTRES AMBIENTAL EN LOS
ORGANISMOS ACUATICOS, Trichechus manatus manatus Y PECES
HERBIVOROS QUE COMPARTEN ECOSISTEMA

Resumen

En México la subespecie Trichechus manatus manatus, se encuentra en peligro de
extincion. En el estado de Tabasco, se presenté una mortandad inusual de
manaties, donde al menos” 48 organismos murieron y asociada también con la
muerte de los peces carpa herbivora y el pez diablo. La causa exacta de muerte no
fue definida en su totalidad. El,ebjetivo de este trabajo fue comparar la expresion de
los genes de interés CYP1A, ARNE, MT2 y GSTP1-1, en poblaciones de manaties
de algunas regiones de México y dos especies de peces herbivoros que comparten
hébitat, como biomarcadores de estres ambiental. Se aislo6 ARN de muestras de
higado en los peces y en manaties.se analizaron muestras de sangre, piel e higado.
Se us6 PCR cuantitativa para los andlisis de expresion génica. La expresion del gen
MT2 en las poblaciones de manaties-mestro diferencias significativas entre los sitios
de estudio; la poblacion de la subcuencardel rio Grijalva (GRB) presentd los niveles
mas altos; por el contrario, en los peéces, estesgen no exhibido variaciones
importantes entre las localidades evaluadas. Els-gen CYP1lA se expreso
significativamente en carpas y peces diablo de la subcuenca del rio Grijalva (RA-G
y Bit-G), a diferencia de los manaties, donde no se observaran valores significativos.
Se propone el uso de los biomarcadores moleculares validados.en’este trabajo, para
el biomonitoreo ambiental de las poblaciones de manaties en-México y de las
especies con las que comparte habitat. Ademas, se recomienda el uso de los peces

analizados en este estudio como bioindicadores de estrés ambiental.

Palabras clave: manati, carpa herbivora, pez diablo, Bahia Chetumal, Cuenca
Grijalva-Usumacinta, expresion genética, desintoxicacion celular, contaminacion,

hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales pesados.

Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

Abstrac

In Mexico, the subspecies Trichechus manatus manatus is endangered. In the state
of Tabasco,@an unusual manatee dies off occurred, in which at least 48 individuals
died, and which was also associated with the deaths of herbivorous carp and devil
fish. The exact cause of death was not fully determined. The objective of this study
was to compare the,expression of the genes of interest CYP1A, ARNT, MT2, and
GSTP1-1 in manatee populations from certain regions of Mexico and two species of
herbivorous fish that share the same habitat, as biomarkers of environmental stress.
RNA was isolated from liver samples in the fish, and blood, skin, and liver samples
were analyzed in the manatees: Quantitative PCR was used for gene expression
analysis. The expression of the MT2 gene in manatee populations showed
significant differences among studysites; the population in the Grijalva River sub-
basin (GRB) exhibited the highest levels; in, contrast, in the fish, this gene did not
show significant variations among the evaluated locations. The CYP1A gene was
significantly expressed in carp and-devilfishfronr the Grijalva River sub-basin (RA-
G and Bit-G), unlike in manatees, where no significant values were observed. We
propose the use of the molecular biemarkers validated in this study for the
environmental biomonitoring of manatee populations.in Mexico and of the species
with which they share their habitat. Furthermore, we recemmend the use of the fish

analyzed in this study as bioindicators of environmental stress.

Key words: manatee, herbivorous carp, devilfish, Chetumal Bay, Grijalva-
Usumacinta Basin, gene expression, cellular detoxification, pollution,” polycyclic

aromatic hydrocarbons, heavy metals.

Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

CAPITULO I.

PROTOCOLODE TESIS

Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

Introdugccion

Trichechus ymanatus se encuentra catalogada como especie vulnerable por la lista
roja de la Unién Internacional para Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (Deutsch
y Morales-Vela;2024). Las mayores amenazas de los manaties en toda su area de
distribucion son- antrépicas (Mignucci-Giannoni et al., 2000). La subespecie
Trichechus manatus_manatus, que se distribuye en México, se encuentra bajo el
estatus de peligro de-extincién por la IUCN (Morales-Vela et al., 2024) y por las
leyes mexicanas (SEMARNAT, 2010).

El manati en el Golfo de Méxicohabita en la cuenca baja de los rios Grijalva-
Usumacinta, esta zona se calcula® que tiene la mayor presencia de manaties
(Olivera-Gomez y Dominguez-Jiménéz, 2019). En la reserva de la Biosfera de los
Pantanos de Centla, se localizan ‘varias subcuencas que enlazan rios con
numerosos arroyos y canalesévipculados/a lagunas y humedales en donde se
desplazan los manaties. Se estima que el Gelfo de México alberga la poblacion mas
numerosa de manaties en el pais (Nourissom” et al., 2011). En estos sistemas
acudticos, los manaties comparten el(habitat con diversas especies incluyendo
peces invasores como, la carpa herbivora'(€tenopharyngodon idella) y el pez diablo

(Pterygoplichthys spp.).

Una contingencia ambiental ocurrida en el afio 2018 en la subcuenca baja del rio
Grijalva, en el estado de Tabasco, provocé una mortandad inusuakde manaties, en
un corto tiempo, reportando al menos 48 manaties muertos (Morales-Vela et al.,
2018; SEMARNAT/PROFEPA, 2018). Este evento también causé la muerte de dos
especies de peces la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) y el péz diablo
(Pterygoplichthys spp.). El factor coman de esta muerte inusual de manatiesy peces

fue la alimentacién, ya que estas especies consumen plantas y sus epifitas.
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Esté suceso evidencio el riesgo que enfrenta la poblacion de manaties del Golfo de
Méxice;, asi como su limitada capacidad de respuesta. Esto probablemente sea
causadospor la falta de plasticidad genética, ante los estresores ambientales,
principalmente\de tipo antropogénicos a los que se encuentran expuestos en su
hébitat. Esta centingencia, dejé preguntas sin responder, particularmente sobre qué

fue lo que desencadend la muerte masiva de los manaties.

Aunque el estudio de‘los manaties en México ha avanzado, el conocimiento sobre
su genética poblacional‘en el Golfo de México sigue siendo limitado. La evidencia
disponible para las poblacienes del Golfo de México revela una estructura
poblacional caracterizada porunha baja diversidad y un flujo genético reducido
(Nourisson et al., 2011; Gémez-Carrasco et al., 2018). Estas condiciones genéticas
sugieren un estado de vulnerabilidad‘bioldgica que requiere atencion prioritaria en

las estrategias de proteccion de.estas'poblaciones.

Los andlisis de expresion genética‘tienen aportan informacion sobre la salud y la
deteccion temprana de enfermedades! Las/ alteraciones en los niveles de
transcripcion de un gen pueden indicar{los primeros signos visibles de deterioro de
la salud (Bonde et al., 2012; Bowen et als4 2016).(A partir de los estudios de la
expresion genética es posible obtener informacion sobre.el medio ambiente y la
respuesta fisiologica del organismo, mediante la identficacion de genes que
responden a factores estresantes ambientales y antropogenicos especificos
(Vandersteen Tymchuk et al., 2010). Con el reconocimiento de“las-funciones de los
genes que se regulan diferencialmente, es factible inferir como les procesos
fisiologicos estan reaccionando a los cambios ambientales de forma adaptativa o
desadaptativa (Trego et al., 2019). En conjunto, estos analisis contribuyen en la
prediccion de perturbaciones de las vias de sefializacion y funciones celulares v,
estas perturbaciones a su vez deben vincularse a procesos mas integrados como el
desarrollo, la reproduccion y la supervivencia. Se han encontrado familias-de

enzimas que codifican genes asociados a la desintoxicacion celular (Lushchak,
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2011), entre ellas se encuentran las enzimas del Citocromo P450 (P450), ARNT,

GlutatiémS-Transferasa (GST) y las metalotioneinas (MT).

La preguntassin responder sobre lo que desencadendé la mortandad inusual de
manaties fue le"que motivo este trabajo de tesis doctoral. Quizas no sea posible dar
una respuesta exacta, pero si aportar informacién que ayude a comprender como
estan respondiendo los manaties (sus genes) ante el aumento de estresores
ambientales. Por lo tanto, el objetivo de esta propuesta es estimar la expresion de
los genes MT2, CYP1AZ; ARNT y GSTP1-1 asociados con el metabolismo de
xenobibdticos (sustancias qlificas de origen sintético) en poblaciones de manaties
en México y en dos especies dejeces herbivoros con los que comparte ecosistema.
Estos genes se seleccionaron debido a que los inductores a los que responden
forman parte de los estresores ambientales mas frecuentes a los que estas especies
estan expuestas en los sitios desestudio. Con los datos derivados de este estudio,
se espera obtener una mayor comprension/de los mecanismos de expresion génica
en los manaties, asi como de su'capacidad.de respuesta para eliminar toxicos, y
contribuir en anticipar el riesgo para estas especies ante eventuales contingencias
ambientales. Se prevé que la frecuencia de estos eventos aumente debido al
Cambio Climético Global, impulsada principalmente /por las variaciones en la
temperatura, las precipitaciones y las sequias prolongadas. Si bien aun no se
comprende con precision como responde la biota al cambie-global, el estudio de los
biomarcadores moleculares es clave para la comprension, gestion y mitigacion de

dafos en los ecosistemas acuaticos.
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Marco tedrico

Distribueion espacial

Trichechus manatus manatus

Los manaties son mamfferos acuéticos y herbivoros pertenecientes al orden Sirenia

y a la familia Trichechidae_(Hartman, 1979).

La familia Trichechidae, esté representada por tres especies: Trichechus manatus,
Trichechus inunguis y Trichechus'senegalensis. El manati de las indias occidentales
(Trichechus manatus) esta compuesta por dos subespecies: el manati de Florida
(Trichechus manatus latirostris) y elnnanati Antillano (Trichechus manatus manatus)
(Mignucci-Giannoni et al., 2024).El manati de Florida se distribuye en el sureste de
los Estados Unidos de América;en la peninsula de Florida debido a su necesidad
de estar en aguas célidas durante‘el, invierno. Durante los meses que no son de
invierno algunos manaties se dispersan a otros estados costeros del sureste
(Deutsch y Valade, 2024). El manati Antillano se distribuye desde México,
Centroamérica, las Antillas Mayores y la.eosta caribefia de Sudamérica hasta el
noreste de Brasil (Morales-Vela et al., 2024).

La presencia del manati en México se concentra en las zonas de rios y lagunas del
Golfo de México y la costa del Caribe (Morales-Vela et al., 2003)., Actualmente el
manati se distribuye en la costa de Quintana Roo: en las bahias de Chetumal,
Ascencio y espiritu Santo. Y en el Golfo de México: en Tabasco, Chiapas,
Campeche y Veracruz (Figura I-1) (Ladron de Guevara Porras et al., 2019:Olivera-
GOmez et al.,, 2022; Morales-Vela y Bahena-Basave, 2023). En el nerte de
Campeche y en el litoral de Yucatan los manaties su presencia es de paso con
visitas de corta duracion; los avistamientos en Tamaulipas y el norte de Veraeruz
son inciertos o de vagabundeo (Figura I-1) (Semarnat, 2020; Morales-Vela 'y

Bahena-Basave, 2023).
—————————
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La dltima actualizacion de la poblacion global de manaties en México se aproxima
a un Jntervalo de entre 1,100 y 1,200, de los cuales 850 a 900 manaties se

(Morales-Ve Bahena-Basave, 2023).

/‘

A
distribuy{fén el Golfo de México y de 250 a 300 en la costa de Quintana Roo

Figura I-1. Distribucion actual del manati en México. Fuente: Mapa elabc@o por
Benjamin Morales-Vela y Francesca M. Cassola/ECOSUR, 2020. QS\
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Car@isticas biologicas

*
La Iongltﬁ e los manaties oscila entre 0.9 y 1.0 m, al momento de nacer y en su
etapa adu eden alcanzar 3 m, o mas y pesar 500 kg aproximadamente. Las
extremidades afiteriores estan modificadas en aletas pectorales, con la presencia

de tres a cuatro )s‘(Marshall et al., 2000).
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Figura I-2. Morfologia externa@@anaﬁ g&mo. Fuente: Gulland et al., 2018.

Los manaties tienen una tasa de na@aﬂ baja@‘ociada con una madurez sexual
tardia, entre los tres, cinco y seis a@ eep’y _Bonde, 2006); su periodo de
gestacion es de 11 a 14 meses. Se ha oévado (@cuando la disponibilidad de
alimentos disminuye, los manaties retrasan la reprodu@(Marsh et al., 2011).

Los manaties son uniparos, son muy raros los partos de ge (Rathbun et al.,
1995). Los nacimientos son principalmente en primavera y r@pios de verano
(Arriaga y Contreras, 1993). La cria pasa alrededor de 2.5 afios ju@e su madre

(Reep y Bonde, 2006). @

Los manaties son los Unicos mamiferos marinos herbivoros. Dedican jor s de
seis a ocho horas diarias en su alimentacion (Hartman, 1979; Reynh%y
Odell,1991). Las plantas que componen su dieta suelen tener un alto contenid

fibra y bajos porcentajes de proteinas y carbohidratos solubles. Para hacer frente a
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lo anterior, un manati al dia consume grandes cantidades de plantas que equivalen

del 5 al"'T0% de su peso corporal (Reep y Bonde, 2006).

La edad del .manati no es posible de determinar como en otros mamiferos, por lo
cual se han establecido categorias de edad segun su longitud: Neonatos <140 cm;
Crias 141-175 cm; Juveniles 176-225 cm y Adultos >226 cm (Mignucci-Giannoni et
al., 2000).

No se dispone de registras exactos que definan la esperanza de vida maxima de los
manaties. En cautiverio la edad maxima reportada es de aproximadamente 69 afios.
El manati de Florida vive mas de\50 afios (Reep y Bonde, 2006). En Puerto Rico,
se ha informado que los manaties en estado silvestre viven alrededor de 27 afios
(Mignucci-Giannoni et al., 2000). Para la subespecie Trichechus manatus manatus
en México se estima que la esperanza‘de vida que es alrededor de 30 afos (Olivera-

Gomez, comunicacion personal):

Los manaties desempefian un rol ecaldgico fundamental en la dinamica de los
sistemas acuaticos. Regulan el excesa de vegetacion, que podria convertirse en
plaga. Facilitan el flujo de nutrientes al transformar la’ materia vegetal. Ayudan a
prevenir el azolvamiento de los cuerpos de agua de ‘donde se desplazan. Se les

reconoce como especie bandera para la conservacion (Rodas-Trejo et al., 2008).

Estrés ambiental y sus efectos negativos en mamiferos marines

El estrés es un mecanismo de defensa que se activa al momento en‘que.un ser vivo
pretende preservar su vida o recuperar la homeostasis frente ‘as“cambios
inesperados en el ambiente (Schreck, 2000). En los vertebrados, la respuesta
primaria ante una situacion de estrés y el reconocimiento de una amenaza por parte
del sistema nervioso central consiste en la activacion de receptores neuronales

asociados con la sintesis de cortisol.

—————————
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En @l caso de los mamiferos marinos la exposicién crénica a los contaminantes
puedesprolongar la activacion de la respuesta al estrés. En delfines mulares
(Tursiops” truncatus), expuestos a derrames de petrdleo, se encontraron
hipoadrenocarticismo y enfermedad pulmonar (Schwacke et al., 2014); ademas de
bajo éxito reproductivo y una baja tasa de supervivencia (Lane et al., 2015). En
delfines (Tursiops aduncus) de Australia, se encontraron altas concentraciones de
metalotioneinas y se correlacionaron con dafo renal y evidencia de malformaciones

Oseas (Lavery et al., 2009).

Importancia del estudio“.de especies invasoras como indicadores de

contaminacién en ecosistemas acuaticos

En un escenario donde muchas especies se pierden, especialmente por causas
antropdgenicas, otras mas proliferan.' Hay especies que estan adaptandose cada
vez mas rapido y no necesariamente por causas del acelerado cambio global actual,
estas son las especies invasoras, que son.aquellas especies que sobreviven, se
establecen y reproducen de manera descontrolada fuera de su ambiente natural
(Leppéakoski et al., 2013).

Por sus caracteristicas de poder sobrevivir y reproducirse exitosamente en
ambientes distintos al suyo y sobre todo por su éxito de invasion en cortos periodos
de tiempo, las especies invasoras pueden ser usadas como una.herramienta clave,
para entender los mecanismos sobre la adaptacion positiva al cambio climético. Las
especies invasoras son un indicador de que es posible sobrevivir y adaptarse en

ambientes adversos.

En el contexto de la contaminacion acuética algunas especies invasoras de _peces
gue habitan estos ecosistemas pueden servir como bioindicadores de la salud de
estos habitats y de las especies con las que comparten el ecosistema, por ejemplo;

los mamiferos marinos.

L
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En( la_. presente investigacion se incluyeron las especies de peces
Ctenopharyngodon idella y Pterygoplichthys spp., ya que respondieron de manera
similar que los manaties, en la mortandad inusual de 2018 en Tabasco; ademas de
gue los mecanismos de expresion génica estan mas estudiados y comprendidos en
los peces, lossfesultados generados en estas especies ayudardn a comprender

mejor las respuestas ‘de expresion génica en este gran mamifero marino.

Ctenopharyngodon idella

La capa herbivora, Ctenopharyngodon idella, Valenciennes, 1844 (Actinopterygii:
Cyprinidae), es un ciprinido origigario del rio Amur, en el limite entre China y Siberia
(Contreras y Escalante, 1984; Gerbach y Krykhtin, 1988). La carpa herbivora en
México fue introducida en 1965 y en.a selva Lacandona, Chiapas fue registrada por

primera vez en 1996 (Rodiles-Hernandez et al., 1996).

Caracteristicas biolégicas

C. idella, se distingue por su morfologia alargada’y una cabeza de forma circular y
ancha, con una coloracion grisacea en la parte superior, Una caracteristica clave es
su aparato masticador especializado: en vez de dientes comunes, posee estructuras
en la faringe que le permiten procesar el forraje de manera eficiente (Hutchings,
1998).

Los alevines y juveniles de esta especie son omnivoros y tienen una dieta muy
diversa (Cross, 1969). Sus costumbres alimenticias de tipo omnivora’'se transforman
durante su desarrollo, enfocandose mas en la ingesta de brotes jévenesdemultiples
especies de algas (Sutton y Vernon, 1986). Los organismos adultos de €. idella,
para cubrir sus requerimientos alimenticios necesitan ingerir una gran cantidad de
plantas, por lo cual consumen diariamente entre el 40 y 70% de su peso corperal
(Stott, 1967), por esta razon, son eficaces para regular el crecimiento de ciertos

tipos de algas.

L
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Pterygoplichthys spp.

El pez diablo es un bagre que pertenece al orden Siluriformes y a la familia
Loricariidae (peces gato con armadura) (Nelson, 2006). Las especies de la familia
Locaridade som'reguladoras de algas, su dispersion en cuerpos de agua de climas
tropicales o templados ha sido impulsada tanto por introducciones intencionadas
como por eventos fortuitos (Hoover et al., 2004; Nico et al., 2009). Este bagre es
procedente de Américardel Sur y habitante nativo de la cuenca del Amazonas, su
dispersion a nivel global“se debe a su popularidad en el comercio de acuarios
(Weber, 2003).

El primer reporte de Locaridos enMéxico fue en 1995 en el rio Mezcala en el estado
de Guerrero (Guzman y Barragan, 1997). Diversas investigaciones han confirmado
la dispersion de esta especie epsTabasco, localizandola en &reas criticas como la
Reserva de la Biosfera Pantanos~de Centla y la region de la Sierra (Barba, 2005).
Otros avistamientos incluyen la Laguna de-las,llusiones (Wakida-Kusunoki et al.,
2007; Hernandez, 2008), la zona alta/deJa cuencaydel Grijalva (Ramirez-Guevara y
Rodiles-Hernandez, 2008) y el sistema lagunar de"Balancan (Estrada-Loreto, 2008;
Cano-Salgado, 2010).

Caracteristicas biolégicas

Esta especie dulceacuicola presenta una notable adaptabilidad, a medios con
distinta salinidad (Burgués, 1989). Estos bagres todo el dia estan resguardados en
madrigueras de su propia creacion. Su éxito reproductivo es elevado debido a las
conductas de cuidado parental logrando que una gran parte de sus crias'sebrevivan.
Una de las caracteristicas biolégicas del género Pterygoplichthys spp., es que posee
una amplia tolerancia para soportar niveles bajos de oxigeno disuelto (hipaxia),
gracias a que cuentan con estbmagos agrandados e hipervascularizados que-les
permiten respirar aire y sobrevivir fuera del agua hasta por 30 horas (Armbruster

1998; da Cruz et al., 2013; Gibbs y Groff 2014). Ademas, también resisten la mala
L
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calidad del agua encontrandose en aguas contaminadas (Chavez et al., 2006). Es
por estos,factores que, esta especie es considerada como una amenaza biolégica

a nivel mandial.

Los habitos alimenticios de Pterygoplichthys spp., se basan principalmente en el
consumo de detritos ¥ los adquiere al raspar detritos organicos y restos de plantas
superiores e invertebrados acuéticos bentonicos del sedimento (Chaichana et al.,
2011; Lujan et al., 2012). Lo anterior favorece la bioacumulacién de agentes

contaminantes alojados en los sedimentos en los tejidos de estos peces.

Expresion genética mediante.PCR cuantitativa (QPCR)

La técnica de PCR cuantitativa para-analizar la expresion genética fue desarrollada
por Higuchi et al. (1993). La técnica de qPCR se ha empleado ampliamente para
estudiar los cambios en la expresioh génica, siendo reconocida actualmente como
el método mas fiable y preciso para’su medieion. La técnica de qPCR posibilita la
cuantificacion del ADN en plena ejecucion deslayreaccion gracias a marcadores
fluorescentes que se activan al interactuar con el’material genético (VanGuilder et
al., 2008).

Existen dos alternativas metodoldgicas para interpretar lI0s-datos derivados de una
gPCR: la cuantificacion de tipo absoluto y la relativa. La cuantificacion absoluta,
calcula el nUmero de copias totales usando una curva estandar?En\a cuantificacion
relativa se evallan las variaciones en la expresion de un gen de una muestra
especifica y se comparan con una muestra control o de referencia. Dicho de otra
forma, la expresion relativa se basa en la relacion entre la expresion de.un gen de

interés o diana y la de un gen de referencia en una muestra dada.

14
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

Mecanismos metabdlicos que inducen la expresién de los genes

El metabolismo de xenobioticos se define como un proceso de biotransformacion
cuya funcion~es convertir sustancias quimicas endégenas y exogenas en
metabolitos mas solubles en agua y asi facilitar su eliminacién del organismo (Abou-
Donia, 2015; Rendie'y Guengerich, 2015; Almazroo et al., 2017; Parkinson et al.,
2019). Los xenobidticoS son sustancias quimicas ajenos a la composicion natural
de los seres vivos o delmedio ambiente (Stefanac et al., 2021; Singh et al., 2023).
Los xenobidticos incluyen a diversas sustancias tales como metales pesados,
plaguicidas, pesticidas, hidroecarburos aromaticos policiclicos, microplasticos, entre
otros (Stefanac et al., 2021; Sobralet al., 2025).

Las vias de biotransformacion se dividen en fase I, fase Il y fase Ill (Jancova et al.,
2010; Satsu, 2019).

En la fase I, o también llamada de_madificacién,.se altera la estructura quimica de
los xenobidticos lipofilicos mediante reacciones/de)oxidacion, reduccion e hidrolisis,
produciendo un metabolito polar soluble ‘en agua; a menudo estos xenobioticos
activados por las reacciones de fase | coentinian siendo activos o toxicos, por lo
tanto, muestran toxicidad al unirse al ADN y a las proteinas intracelulares (Nebert
et al.,, 2000; Talevi y Bellera, 2021; Zhao et al., 2021)~En la fase | participan
principalmente las enzimas de la familia citocromo P450, entre ellas CYP1A1 (CYP)
(Xu et al., 2005; Satsu, 2019).

En la fase IlI, también llamada de conjugacion, las enzimas desintoxican los
metabolitos reactivos producidos durante la fase I, convirtiendo los reactives en una
forma hidrofila e inactiva solubles en agua, lo que permite que el cuerpo los'expulse
de manera mas eficiente, en esta fase participan las GS-T incluidas GSTP1-1
(Bocedi et al., 2019).

—————————
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Finalmente, en la fase Ill los metabolitos producidos en la fase Il se excretan fuera
de las/Células por medio del intestino, la bilis o la orina (Talalay, 2000; Xu et al.,
2005).

Biomarcadores moleculares

Los biomarcadores moleculares, son usados como indicadores bioldgicos, ya que,
permiten evaluar si un.organismo ha estado expuesto a xenobiéticos, asi como la
respuesta y susceptibilidad que estos componentes le ocasionan (Sogorb et al.,
2014). Los genes son un~ejemplo de biomarcadores, los cuales pueden estar
asociados a la deteccion de ‘estrés medioambiental, como los asociados con las
enzimas del Citocromo P450 1A (CYP1A1l), Translocador nuclear del receptor de
hidrocarburos de arilo (ARNT), Glutation S- Transferasa pl (GSTP1-1) y las
Metalotioneinas (MT2).

Citocromo P450 1A1 (CYP1Al)

El sistema enzimatico del Citocromo P450 (CYP450) se encarga de eliminar y
neutralizar aquellos compuestos quimicos-que accedehn al organismo y no forman
parte de la composicion habitual de éstos, conocidos como-xenobiéticos (Rodriguez
et al., 2010). Los CYP450 se utilizan como marcadoresy moleculares de alta
sensibilidad para evaluar perturbaciones ambientales en los.erganismos. Se ha
subrayado por parte de expertos su relevancia especifica”para el monitoreo
toxicoldgico (Garcia, 2005). En Eucariotas el CYP450, se ha detectado\en todas las
membranas subcelulares destacando la mitocondria y el reticulo endoplasmico sus

reservorios primordiales (Guengerich, 2007; Ennulat et al., 2010).

El gen CYP1A tiene una funcién clave en la biotransformacion de madltiples
sustancias enddégenas como lipidos, esteroides y vitaminas y también ambientales
toxicos, en particular hidrocarburos aromaticos halogenados (HAHSs), hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAPs, o PAHs por sus siglas en ingles) y bifenilos
L

16
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

policlorados (BPCs) (Goldstone et al., 2007). Entre los tejidos principales que se
puede~encontrar al CYP1Al estan el higado, pulmones, linfocitos, glandulas

mamarias, placenta entre otros (Operafia et al., 2007).

El gen CYP1A1 funciona como un biomarcador centinela (Nambiar et al., 2025),
ante la exposicioh_a’contaminantes como los HAPs e hidrocarburos aromaticos
halogenados (Sergent-et al., 2009). La induccion de la expresion del gen CYP1A1
sirve como biomarcador'de toxicidad en especies animales (Mescher y Haarmann-
Stemmann, 2018).

Induccion de CYP1A1 mediadapor el receptor de hidrocarburos de arilo (AHR)

Las enzimas de la subfamilia CYP1AL, resultan de interés para la toxicologia
acuatica, por su relacion con el metabolismo de ciertos contaminantes ambientales

persistentes, en diversas especies{Nyman; 2000).

McMillan y Bradfield (2007) definen alreceptor de hidrocarburos de arilo (AhR) como
un regulador de la transcripciéon que posee capacidad de union al ADN. Una vez
gue el AhR se activa, desencadena la produccion de diversas enzimas encargadas
de procesar xenobidticos, resaltando especialmente las_pertenecientes a la familia
CYP1A (Slezak et al., 1999; Slim et al., 1999).

Los HAPs lipofilicos, se unen al AhR citosélico (Figura I-3) y después este complejo
se une al Translocador Nuclear AhR (ARNT). El nuevo complejo se\transloca al
nacleo y se une al elemento sensible xenobidtico (XRE) en “el ADN. Esto
desencadena la transcripcion de una variedad de genes objetivo, entre“ellos los
genes CYP1A. El ARNm de CYP1A se traduce a proteinas en los ribosomas y se
transporta al reticulo endoplasmico (ER) citosélico. Las enzimas CYP1A catahalizan
los HAPs a metabolitos, que luego se metabolizan y finalmente se excretan-del
cuerpo. Los metabolitos formados suelen ser mas toxicos que sus compuestos

originales, con consecuencias perjudiciales para la célula (Nebert et al., 2000).
—————————
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Toxic effects Excretion

Figura I-3. Modelo clasico para l&'induccion.de CYP1A, mediada por el receptor de

hidrocarburos de arilo (AhR). Fuente:/Nyman, 2000, con modificaciones.
Gen Translocador nuclear del receptor,de hidroearburos de arilo (ARNT)

El gen ARNT pertenece a la familia de proteinas de” regulacion transcripcional
(Rahman y Thomas, 2012) y recibe también el nombre“de “factor inducible por
hipoxia” (HIF-B) (Bersten et al., 2013; Mandl y Depping, 2014).-El gen ARNT es
requerido para la actividad del gen AHR (Receptor de hidrocarbures arilo). A través
de la union al ligando AHR se heterodimeriza con ARNT e induce lastranscripcion
uniéndose a elementos de respuesta a xenobidticos (Haidar et al., 2021). El gen
ARNT, promueve la expresién de genes que participan en la biotransformacion
xenobioticos y esté asociado con la ruta metabolica del gen CYP1A (Figurat-3).(Ma,
2001; Rahman y Thomas, 2012).

18
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

Glutation S-Transferasa

Las enzimas GS-T son fundamentales en la biotransformacion y desintoxicacion de
agentes toxicos celulares. Su induccion en distintas especies actla como un
indicador de exposicion a contaminantes ambientales, entre los que destacan los
metales pesados’ (Ahner et al., 2002), los HAPs (Lei et al., 2003), los bifenilos
policlorados (Kamahara et al., 1984) y los productos fitosanitarios o plaguicidas
(Forlin et al., 1986; Almli‘et al., 2002).

Las Glutation S-Transferasas{GST) constituyen una familia de enzimas codificadas
por cinco familias de genes, alfa(GSTA), mu (GSTM), theta (GSTT), pi (GSTP) y
sigma (GSTS) (Garcia-Gonzalez€t al., 2009).

Los compuestos toxicos (endégenos, exdgenos y medicamentos) intracelulares, de
acuerdo con su naturaleza quimiea;son metabolizados por los sistemas enzimaticos
de la ruta de desintoxicacion de/las diferentes fases. El procesamiento de
compuestos lipofilicos se lleva a caho Inicialmente a través de la actividad de las
enzimas de fase I, como el citocromo ‘P450. “/Aquellas sustancias con mayor
polaridad se biotransforman en reacciones<de fase(ll catalizadas por las enzimas
Glutation S- Transferasas (Figura I-4). En la fase lll,"la«célula se deshace de los
productos finales mas solubles en agua y conjugados, utilizando para ello bombas

y transportadores integrados en la membrana celular (Bocedi et.al., 2019).
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Xenobiotics Xeghbigiks ~ Cytochrome GST Phase IlI
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Renal excretion;
Biliar excretion;
Blood circulation.

Figura I-4. Via general de biotransformacion de xenobidticos. Funcién de
Glutation S-Transferasa, en la fase-ll de biotransformacion. Fuente: Bocedi et al.,
20109.

GSTP1-1

La GSTP1-1 esta presente principalmente’en los<€ritrocitos, cerebro, pulmoén y piel
(Bocedi et al., 2016). Los globulos rojos expresan Casi exclusivamente una Unica
iIsoenzima GST (e-GST) que ha sido identificada como GSTP1-1 (Awasthi y Singh,
1984; Awasthi et al., 1994). La GSTP1-1 se sobreexpreSa-en eritrocitos humanos
ante un incremento de la toxicidad sanguinea (Dessi et al., 2012; Noce et al., 2014).
Esta enzima ha sido propuesta como un biomarcador en humanos, que puede
sefialar una exposicién a largo plazo de la contaminacion ambientaly se tiene la
hipotesis de que puede funcionar de forma similar en otros mamiferos (Noce et al.,
2014).

Metalotioneinas (MT)

Las metalotioneinas (MT) pertenece a una superfamilia de proteinas ricas en

cisteina y metales de baja masa molecular (6—7 kDa), que consisten en una cadena
——————
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de 61-68 aminoé&cidos (Pedersen, et al., 2009). Existen cuatro isoformas principales
de Metalotioneninas, MT-1, MT-2, MT-3y MT-4 y han sido observadas en una gran
cantidad“de’ especies, partiendo de las bacterias y llegando hasta los mamiferos
(Vasak y Meloni, 2011).

La MT cumple diferentes funciones en procesos biolégicos tales como: transporte
de iones metalicos. esenciales (Zinc, Cobre), desintoxicacion de iones metalicos
(Cadmio, Mercurio), “proteccion contra la toxicidad del metal, eliminacion de
radicales libres, metabolismo de iones metalicos esenciales regulacién de la
proliferacion celular y la~.apoptosis, proteccion contra lesiones neuronales,

degeneracion y regulacién de‘crecimiento neuronal (Theocharis, et al., 2004).

Estudios anteriores han demostrado-que el estrés por metales pesados es un buen
inductor de las MTs (Swiergosz-Kowalewska et al., 2007). Se ha demostrado que la
mayoria de los iones toxicos (como Cadmio, Plomo y Mercurio) poseen una mayor
afinidad hacia las moléculas de MT¥ (Sabolie”et-al., 2010). Estos iones metalicos
pueden desplazar el zinc u otros iones meétalicos de menor afinidad unidos a MT, lo
gque puede provocar alteraciones en_ procesos celulares cruciales como la

transcripcion o traduccion (McGee et al., 2010).

Metalotioneina 2 (MT2)

La isoforma MT2 junto con MT1 son las mas estudiadas y se expreSan en casi todos
los tejidos del organismo, predominando en el higado, rifién, intesting, testiculos,
pulmén, corazon y cerebro. La sintesis de MT2 es inducida por cadmio<(Cd) y zinc
(Zn). El gen MT2 al igual que el MT1 se expresan en todas las etapas de/desarrollo

en casi cualquier tipo de célula y funcionan como reservorio de zinc.
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Mecanismos de regulacion de la expresion de metalotioneina

La expresion de las metalotioneinas es regulada a nivel transcripcional y puede ser
estimulada por, variables biolégicas, agentes de estrés ambiental y metales de

transicion (Juarez-Rebollar y Méndez-Armenta, 2014).

Existen varios elementos de respuesta en el promotor del gen de la MT encargados
de coordinar su actividad transcripcional (Figura I-5). Los elementos de respuesta a
metales (MRE) se activan’por el factor de transcripcion de respuesta a metales 1
(MTF-1), los elementos de-respuesta a glucocorticoides (GRE) se activan por el
transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT) quienes a su vez son
marcadas por citocinas y los elementos de respuesta a antioxidantes (ARE) que son
activados como respuesta al estado” redox (Haq et al., 2003; Juarez-Rebollar y
Méndez-Armenta, 2014).

Glucocorticoides

Antioxidantes

Citocinas

7 y
Cowe | [swr | wee | |awe | Lo |

t

MTF-1

Figura 1-5. Posibles mecanismos de regulacion de la expresion” del gen de
metalotioneina. Fuente: Juarez-Rebollar y Méndez-Armenta, 2014.

Mamiferos marinos como modelos genéticos en expresion

Los organismos acuaticos funcionan como modelos experimentales para el estudio

de los mecanismos fundamentales del deterioro celular y proteccion por radicales
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libres, desarrollo de dafio tisular y consecuencias fisiolégicas. Debido a su
capacidad para bioacumular sustancias nocivas Yy procesar compuestos
xenobidticos, los peces se emplean habitualmente como indicadores biologicos de
genotoxicidad-para evaluar la salud de los ecosistemas hidricos (Reis-Henriques et
al., 2009).

Los mamiferos marines pueden ser buenos integradores de los cambios en el
espacio y el tiempo y eentinelas de la salud del ecosistema. Por ejemplo, el manati,
puede utilizarse como una‘especie centinela, al ser robustos y una especie de larga
vida y es posible evaluar 10s.efectos nocivos de los ecosistemas acuéticos con la
ayuda de esta especie (Bonde-gtal., 2004). Aunque las especies de mamiferos
grandes no son consideradas® como modelos genéticos para expresion,
investigaciones recientes empiezan-a realizar este tipo de estudios en algunas de
ellas, en la subespecie de manati de Florida, por ejemplo, se estan realizando
estudios para detectar biomareadores moleculares asociados a la marea roja
(Ferrante et al., 2018; Lazensky et al., 2020).

Estudios de expresidn genética en mamiferossmarinos

Estudios de expresion genética en mamiferos marinos se han desarrollado
recientemente con la finalidad de evaluar la respuéstay molecular de estos
organismos, en su mayoria en peligro de extincion, ante los cambios ambientales,

principalmente los derivados de la contaminacion antrépica.

En orcas (Orcinus orca) un estudio de expresion genética se realizo en hiopsias de
grasa para evaluar de que forma la exposicion a bifenilos policlorados (PEGB) afecta
la salud de estos organismos. Los resultados mostraron aumentos en la expresion
de cinco genes diana relacionados con la exposicion a PCB, entre los que’ se
incluyeron al receptor de hidrocarburos arilicos (AhR) y la metalotioneina 1 (M¥1):
Las alteraciones asociadas a los PCB en la abundancia de ARNm de estos genes

clave proporcionan pruebas convincentes de los efectos fisiologicos adversos de los
—————————
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contaminantes persistentes en estas orcas (Buckman et al. 2011). De forma
contrariay, en otro estudio, en fibroblastos de orcas (Orcinus orca) expuestos a
contaminantes persistentes, se observaron bajos niveles de expresion del gen
CYP1AL1 relacionados con los efectos antagonistas de los bifenilos policlorados
(PCB) (Bjgrnesetet al. 2023).

En delfines (Stenella coeruleoalba), se evalud la respuesta de los biomarcadores de
expresion geénica enbiopsias de piel, en sitios con distintos niveles de
contaminacion. Las diferentes respuestas en los niveles de expresion de los genes
reflejaron los niveles de*Contaminacion en cada sitio. El sitio con mayor
contaminacion presento altos piveles de expresion de los genes CYP1A y AhR
(Panti et al. 2022). Estos resultades indican que el enfoque molecular, constituye un
buen instrumento diagnostico para“evaluar el impacto ecotoxicologico en las

poblaciones de cetaceos.

En el ledbn marino (Eumetopias jubatus), para‘determinar el impacto de la escasez
de alimentos en estos organismos se/realizaron/estudios de expresion génica sobre
estrés nutricional. Los resultados de lalexpresion”diferencial mostraron regulacion
alta de respuestas proinflamatorias y regulacion baja de la respuesta inmune (Spitz
et al., 2015).

En la subespecie Trichechus manatus latirostris se analizo _la expresion génica
diferencial de un grupo de manaties rescatados de una zona afeetada por la marea
roja. Los resultados mostraron variaciones significativas en la expresion de genes
relacionados con la respuesta inmunitaria, los procesos neurodegenerativos y la
inflamacioén; esta investigacion proporciona una mejor comprension de laréspuesta
inmunitaria de los manaties a las toxinas de la marea y contribuye al disefio de

biomarcadores para el monitoreo ambiental (Lazensky et al., 2020).
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Justificacion

Existe mugha informacion sobre los genes implicados en los procesos de
desintoxicacién en las células modelo, pero no para entender los efectos en
diferentes especies y la utilidad de usar genes como biomarcadores para monitorear
el riesgo por estrés*ambiental, especialmente en grandes especies amenazadas

gue enfrentan estresorés multifactoriales.

A medida que nuevas” herramientas moleculares y bioinformaticas, estan
disponibles para la investigacién del genoma, es posible probar ideas en el campo
gendmico para apoyar en el monitoreo de la salud del ecosistema y comprender los
fendmenos involucrados en las”contingencias ambientales. Estudiar el estrés
ambiental a nivel multitaxa, permitird prebar teorias en escalas generales y mejorar
el uso de biomarcadores genémi¢os y asi aportar mejores estrategias para evaluar

el riesgo ambiental.

Alimentarse de plantas acuaticas es/una’ caracteristica basica que comparten los
manaties y las dos especies de peces en Tabasco, México, ya sea sujetando
epifitas o consumiendo partes o toda la-planta, siendo esta la principal via de
introducir toxicos en los organismos, ademas del consumo de agua. Como los
toxicos tuvieron el mismo efecto en un gran mamifero y empeces, creemos que el
proceso funciona de manera homdloga a nivel multitaxa y podria distorsionar los
mecanismos homologos de expresion génica, brindando la oportunidad de estudiar
la generalidad de este proceso. Todavia faltan estudios integradores, pensando en
téxicos quimicos o biolégicos, para explicar la contingencia ocurrida en Tabasco en

2018 y este estudio contribuira a ello.
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Preguntas de investigacion

¢ Ciertos genes que codifican proteinas para la eliminacion de agentes toxicos, en
manaties, carpa“herbivora y pez diablo, no se expresan cuando se absorben una
alta concentracion .de contaminantes? ¢esto hace que estas especies sean

vulnerables a dichoS contaminantes?

¢Las poblaciones de la.misma especie, tienen una expresion genética diferente

frente a la presién ambiental?

Hipotesis

El manati (Trichechus manatus manatus);tiene genes que disminuyen su expresion
en respuesta a altos niveles de agentes contaminantes o del estrés ambiental y es

posible medir esta expresion.
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Objetivos

General:

Estimar los patrones de expresion de los genes CYP1A, ARNT, MT2 y GSTP1-1,
en poblaciones desmanaties en México, y dos especies de peces herbivoros que

comparten habitat, cemo biomarcadores de estrés ambiental.
Especificos:

1. Estimar los patrones-de‘expresion del gen CYP1A, en, Pterygoplichthys spp.,
en la cuenca de los rios-Grijalva-Usumacinta, en condiciones estacionales
secas y humedas.

2. Estimar los patrones de expresion de los genes MT-2, CYP1A, ARNT y
GSTP1-1, en poblacionesssilvestres de Trichechus manatus manatus en la
cuenca del rio Grijalva‘y=en la Bahia Chetumal en Quintana Roo y con
individuos cautivos del Golfo'de México:

3. Estimar los patrones de expresion de los genes MT-2, CYP1A y ARNT en
Ctenopharyngodon idella, en la Cuenca de”los rios Grijalva-Usumacinta, en
condiciones estacionales secas y humedas.

4. Comparar los patrones de expresion genética entre-manaties y peces, entre

los sitios de estudio, implicaciones para la conservaeion.
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Metodologia

Las especies de estudio en esta investigacion fueron: Trichechus manatus manatus,

Pterygoplichthys spp. y Ctenopharyngodon idella.

Sitios de estudio-para los peces y tipo de muestras analizadas

Los mismos sitios fueron evaluados tanto para el bagre como para la carpa

herbivora.

Se seleccionaron dos puntos‘de fuestreo en la subcuenca baja del rio Grijalva y
uno en la cuenca baja del rio Usumacinta:

1. Ribera Alta (RA-G) en el municipio de Centla.

2. Rio Bitzales (Bit-G), en el.municipio de Macuspana

3. la Laguna Chaschoc (CL<")‘en el municipio de Emiliano Zapata.

Para ambas especies de peces se recolettaron‘muestras de higado, con ayuda de
pescadores locales durante el periodo de secas y'lluvias. En el capitulo 11y IV que

corresponde a cada especie se detallan las<Condiciones metodoldgicas.

Sitios de estudio para Trichechus manatus manatus

El muestreo de los manaties se realiz6 en tres areas:

1. Enla subcuenca baja del Rio Grijalva (GRB), en Tabasco.
2. En La Bahia Chetumal (ChB) en Quintana Roo.
3. Organismos en cautiverio ubicados en DACBIOL-UJAT en TabascogMéxico.

En total se analizaron 21 muestras de sangre, piel e higado de manaties en libertad
y cautivos en el sur del Golfo de México. En el capitulo Ill se especifican las

condiciones metodoldgicas.
—————————
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Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario (ADNC)

El ARN tetal se aisl6 mediante el método de fenol/cloroformo (Toni et al., 2018). La
transcripciondnversa del ARN fue realizada con el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™
(Applied Biosystem, Foster City, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Disefio de oligonucleotidos

Para cada especie se disefiaron oligonucleotidos especificos. En general los genes
de interés o genes diana analizados en este trabajo fueron MT2, CYP1A1, ARNT y
GSTP1-1. GAPDH y ACTB fueron’los genes de referencia empleados.

PCR cuantitativa en tiempo real (gPCR)

La expresion génica se evalud utilizando-.el,sistema de PCR en tiempo real
StepOne™ (Applied Biosystems, Foster,,CA, EE"UU.) y el Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Germantown, MD, EE. UU.). Las reacciones de PCR)contenian: ADNc (500 ng), 2X
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Austin, TX, EE. UU.), 0.2
UM de cada cebador y agua libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MD, EE. UU.). El volumen de reaccion de PCR fue variable entre las especies de
estudio y se especifica en respectivo capitulo. Las condiciones de amplificacion
fueron 95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 10 sy 60 °C
durante 30 s. Mediante un analisis de disociacion (curva de Melt). La especificidad
de los productos de gPCR se confirmé y se verificd que no se habian amplificado

dimeros de cebadores.

Estabilidad de los genes de referencia

Los genes de referencia ACTB y GAPDH, fueron usados para normalizar de 10S

datos de expresion génica, utilizando los algoritmos Delta Ct (ACt) (Silver et al.,

—————————
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2006), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004), NormFinder (Andersen et al., 2004) y
RefFinder (Xie et al., 2012).

Analisis estadistico

Todas las pruebasséstadisticas desarrollados en esta tesis se realizaron en R
(versidon 4.3.3) con el'software estandar y el paquete car. el paquete ggplot2 se
utilizd para realizar las”graficas. En los capitulos correspondientes se describe

cuales fueron los analisissestadisticos utilizados para cada especie evaluada.
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Cronograma de actividades

Actividades 7@

Ago-dic
2019

Ene-Ag
2020

Sep-Dic
2020

Ene-Jul
2021

Ago-di
2021

Oct-dic
2021

Ene-jul
2022

Ago-dic
2022

Ene-jur
2023

Jun-ago
2023

Redaccién Anteproyecto y clases presenciales.

Clases presenciales

Colecta de muestras

Extraccién de ARN

Andlisis RT-PCR Electroforesis

Primer articulo cientifico- avances

Andlisis de RT-PCR- Electroforesis

Revision del articulo cientifico

Envié de articulo a revista JCR para publicacion

Estancia de investigacion

Anadlisis de datos de muestras

Presentacion del primer articulo cientifico en congreso nacional

Inicio de escritura del segundo articulo cientifico

Presentar Examen Toefl

Revision del segundo articulo cientifico

Examen predoctoral

Envié del segundo articulo cientifico a una revista JCR

Revision final, con comité sinodal de la tesis

Tramite de titulacién

Examen de grado
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CAPITULO II.

ESTRES AMBIENTAL-EN EL BAGRE ACORAZADO
SILVESTRE Pterygoplichthys spp. MEDIANTE LA
EXPRESION'DEL GEN CYP1A

———————
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Resumen

Los ecosistemas acuaticos se enfrentan actualmente a la contaminacion
antropogénica, derivada principalmente de la escorrentiasagricola, industrial y
urbana, incluyendo metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHAS),
pesticidas, fertilizantes y descargas de aguas residuales sin tratar..Para comprender
los efectos de los contaminantes ambientales en los peces, esta investigacion
comparo la expresion del gen citocromo P450 1A (CYP1A) en el bagre acorazado
en tres localidades de la cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta conecCida por
diferentes niveles de contaminacion. Se recolectaron muestras de RiberaAltay el rio
Bitzales y la Laguna Chaschoc durante las estaciones seca y lluviosa. Aislamos
ARN de muestras de higado, que posteriormente se convirtieron a ADNc. Se utilizo
PCR cuantitativa para analizar la expresion del gen CYP1A. Los resultados

mostraron que, de las tres localidades, Ribera Alta demostro la mayor expresion
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durante.la temporada de lluvias. Solo en la Laguna Chaschoc observamos
diferenCias significativas entre estaciones (p= 0.03). Esto indica que los factores
estacionales y la presencia de contaminantes en los cuerpos de agua y sedimentos
probablemente,juegan un papel en la regulacion de la expresion del gen CYP1A en

esta especie de pez.

Palabras clave: | _hidrocarburos aromaticos policiclicos; contaminacion;

desintoxicacion; higadoyPCR cuantitativa; cuenca Grijalva-Usumacinta.
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Figura Il-1. Resumen gréfico.

Introduccioén

Los ecosistemas acuaticos se enfrentan actualmente a una importanté amenaza
derivada de la contaminacién antropogénica, cuyas principales fuentes-son_las
escorrentias agricolas, industriales y urbanas. Estas incluyen metales pesados,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS), pesticidas, fertilizantes y vertidos de

aguas residuales sin tratar [1,2]. Se ha demostrado que la liberacion de
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contaminantes al agua ejerce un efecto toxico directo sobre la biota. En ciertas
especiesyde peces, los contaminantes derivados de los HAPs han provocado un
aumentosde la susceptibilidad a enfermedades, una disminucion de las tasas de

supervivenciay alteraciones histopatolégicas [3,4].

Los HAPs (hidracarburos arométicos policiclicos) son contaminantes que se
caracterizan por tener‘tina estructura con dos o mas anillos de benceno y su larga
persistencia en el medio ambiente [5,6]. Estos productos quimicos, que se
encuentran en el agua,-el aire o el suelo [7], son potencialmente tdxicos y hay
evidencia que sugiere que-sen cancerigenos y mutagénicos [8]. Las principales
fuentes de contaminacion por HAPS en los ecosistemas acuaticos son pirogénicas
(generadas por un proceso de cembustion incompleto) y petrogénicas (derivadas
de combustibles) [9]; los derrames‘de petroleo en cuerpos de agua se consideran

las formas més alarmantes de contaminacion y exposicion a HAPs [10].

Las vias principales a través de  las ‘cuales ocurre la bioacumulacion de
contaminantes en organismos acuaticos son”les tejidos del higado, rifiones,
branquias y huesos [11,12]. Sin embargo, la investigacion indica que los HAPs y los
metales pesados se bioacumulan predominantemente en el higado [13,14]. El
higado tiene un rol clave en la biotransformacién y desintoxicacion de xenobioticos
[15,16]. En peces, es el 6érgano diana para la bioacumulaciény,de HAPs [17,18]. Las
enzimas del sistema monooxigenasa del citocromo P450, (CYP450) estan
involucradas en el metabolismo de muchos xenobioticos [19] ytambién constituyen
biomarcadores confiables para evaluar los impactos toxicolégicos inducidos por
contaminantes acuaticos en organismos expuestos [20,21]. En particular, el
citocromo P4501A (CYP1A) es altamente sensible a los contaminantesidebido a su
importante papel en el metabolismo de toxinas, una caracteristica esencial para
evaluar la calidad de los entornos contaminados [22,23]. La familia CYP1A participa
en la fase | (modificacién), en la que tienen lugar las reacciones de oxidacion;
reduccion e hidrolisis. La funcion de la etapa de modificacién es hacer que 105

metabolitos de los xenobidticos sean mas solubles en agua y, por lo tanto, facilitar
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su excrecion [24]. La expresién del gen CYP1A es inducida significativamente por
los HAPs y los hidrocarburos aromaticos halogenados, predominantemente
pesticidas #[25,26] y se considera un biomarcador centinela para estos
contaminantesy, [21]. Medir la expresion del gen CYP1lA en peces es un
procedimientosvalido para cuantificar la exposicién a contaminantes acuéticos, ya
gue existe una‘relacion directa entre la induccion de este gen y los niveles de
contaminantes presentes en el agua [22]. La induccion del gen CYP1A ha sido
objeto de una amplia ‘investigacién en peces salvajes y en condiciones in vitro, con
el objetivo de detectar y monitorear la exposicidn a contaminantes [27,28].

Los métodos tradicionales para evaluar contaminantes en ecosistemas acuaticos se
basan en estudios de toxicidadyque analizan estos compuestos cualitativa y
cuantitativamente [29]. Sin embargo; muchos de estos métodos no pueden detectar

contaminantes en concentraciones niuy, bajas [30].

Los enfoques moleculares y celtulares pueden superar estas limitaciones y son
vitales para detectar los efectos ‘subletales.y cronicos de los contaminantes, asi
como su relacion con las alteraciones' ecolégicas. Ademas, también pueden
alertarnos sobre los peligros potenciales especifie0s)de las sustancias quimicas en

las poblaciones silvestres [31,32].

Los analisis de expresion genética nos permiten acumulartonocimiento asociado
con la exposicion a contaminantes y su relacion con la respuesta fisiologica de los
organismos [33]. Las alteraciones en los niveles de transcripcibn-de un gen son a
menudo el resultado de la exposicidn a toxinas y, por lo tanto, son un punto final util
y cuantificable de toxicidad que puede indicar los primeros signos wisibles de
deterioro de la salud [34,35].

Algunas especies de peces son consideradas bioindicadores de contaminacion
hidrica debido a su tolerancia y disponibilidad en sitios contaminados [36,37}
Pterygoplichthys spp. TN Gill 1858 (Siluriformes: Locariidae), también conocido
como bagre acorazado, plecos o pez diablo, ha sido reconocido como un
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bioindicador de contaminacion acuética [38]. El pez bagre acorazado es un
bioindicador ideal para monitorear habitats altamente degradados debido a su
notable eapacidad de supervivencia, asociada a su tolerancia a la hipoxia, ya que
respira aire @, través de un estomago modificado [39,40], ademas tienen la
capacidad de vivir en aguas con muy bajas concentraciones de Oz y calidad de agua
no apta para seportar vida acuética, y una mayor resistencia a contaminantes
organicos que otras especies, gracias a un sistema de desintoxicacion altamente
diverso (defensoma)-.y caracteristicas fisioldgicas que incluyen una mayor

resistencia a xenobiéticos‘organicos en general [41,42].

Por lo tanto, en este estudio,”se evalu6 a esta especie para identificar las
condiciones ambientales de “diferentes sistemas acuaticos. Estos bagres
pertenecen al orden Siluriformes y."asla familia Loricariidae. Son originarios de
Sudamérica (cuenca del rio Amazonas), viven en agua dulce y son detritivoros-
herbivoros [43,44]; sin embargo;-actualmente se distribuyen como especie invasora
en los rios y lagos de la region sur del Golfo,de México, que incluye la cuenca

Grijalva-Usumacinta [45].

La cuenca baja del rio Grijalva—Usumacinta incorpara/la llanura costera del Golfo
de México y cubre una gran superficie del estado de Fabasco [46]. Esta region
presenta elevada carga de contaminantes derivada de‘las\practicas agricolas y
petroleras [47,48]. Las condiciones ambientales prevalecientes en el area han
impulsado numerosas investigaciones enfocadas en identificar€ontaminantes en el
suelo, agua, sedimentos y algunos organismos acuaticos mediante métodos
tradicionales [49,50]. Ademas, en menor medida, se han realizado estudios
implementando un enfoque molecular en peces e invertebrados para-evaluar

contaminantes [51,52].

En localidades de la cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta, se han observade
efectos atribuibles a la contaminacion en diversos organismos, lo que motivo

nuestra investigacion para analizar la expresion génica en este bagre en relacion
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conlla presencia de contaminantes. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es
comparan los niveles de expresion del gen CYP1A en bagres acorazados en tres
sitios con“diferentes niveles reportados de contaminacion durante las épocas seca
y lluviosa encta cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta. Los hallazgos de este
estudio serviran como indicadores de la salud ecoldgica de esta cuenca, facilitando
la identificacion‘de_ localidades con mayor presencia de PHAs. Esto contribuird al
disefio de planes de_manejo y conservacion mas apropiados y efectivos en esta
subcuenca. Finalmente;’esta informacién también sera util para la preservacion de
especies nativas y en peligro de extinciébn que comparten habitat con esta especie
de bagre.

Materiales y métodos

Area de estudio

Los rios Grijalva y Usumacinta son'dos de losrios mas caudalosos de México [53]
y constituyen la Regién Hidrologica Grijalva-Usumacinta [54]. La cuenca baja del rio
Grijalva-Usumacinta presenta un clima calido y lluvioso [55]; la precipitacion pluvial
en esta regidn se distingue por tener ondas‘tropicalés del este en verano y frentes

frios en invierno [56].

El muestreo se realizo en tres localidades del estado de Tabasco, cada una con
diferentes niveles de contaminacion (Figura 11-2). Se seleccionaron dos puntos de
muestreo en la subcuenca baja del rio Grijalva: 1: rio Bitzales (Bit-G)(92°22'5.61"
O, 18°1'48.42" N), en el municipio de Macuspana y 2. Ribera Alta (RA-G)
(92°33'23.43" O, 18°22'32.53" N), en el municipio de Centla. Ambas localidades se
ubican dentro de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla (RBPRPE), una
importante Area Natural Protegida Federal que forma parte del Corredor Bi6légico
Mesoamericano y que se caracteriza por un alto nivel de biodiversidad [57].-Sin
embargo, la subcuenca baja del rio Grijalva ha sufrido numerosos impactos

humanos que han propiciado una degradacion sustancial de la integridad hidrica y
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de |os sistemas fluviales [58,59]. Esta subcuenca se ha visto afectada por presiones
antropogénicas, como la extraccion de petréleo, la agricultura y las aguas residuales
sin tratar58,60]. Ademas, la edificacion de cuatro grandes represas hidroeléctricas
sobre la corriente principal del rio Grijalva han modificado el flujo natural del rio,
[61,62]. En este tontexto, varios estudios realizados en esta regién han reportado
la presencia de-metales pesados [49,63], hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) [64,65] y ‘agroquimicos en el suelo, agua, sedimentos y organismos
acuaticos de la regiéon-[50]. El tercer sitio de estudio fue la Laguna Chaschoc (CL-
U) (91°42'59.22" O, 17°47'21.90" N), ubicada en el municipio de Emiliano Zapata,
un area influenciada por la-subcuenca baja del rio Usumacinta. CL-U es parte del
humedal Chaschoc, una zona s¢elevante para la preservacion bioldgica [66,67]. A
diferencia del rio Grijalva, el rio Usimacinta es considerado como el “Ultimo rio vivo”
de Meéxico debido a la ausencia‘de gran infraestructura hidraulica y extensos
asentamientos urbanos, lo que lespermite conservar su caudal natural [68,69] y una
calidad de agua superior en comparacionjycon el rio Grijalva [70]. Sin embargo, el
rio Usumacinta enfrenta un conjunto-de amenazas asociadas a la actividad agricola
intensiva, especialmente el establecimiento de'monocultivos de arroz (Oryza sativa)
y palma aceitera (Elaeis guineensis) [67], que représentan un riesgo inminente para

la conservacion de esta subcuenca.
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Figura II-2. Localidades de muestree-en la cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta

en la llanura costera del Golfo de México, en el Estado de Tabasco, México.

Recoleccién de muestras

Se recolectaron un total de 50 muestras de bagres adultos silvestres (Figura II-3)
para el estudio, de estas, solo 29 muestras-presentaron la integridad y calidad del
ARN para el andlisis de expresion génica (ver Tabla I1l-1). Los peces fueron
recolectados por pescadores locales utilizando atarrayas durante las temporadas
secay lluviosa (abril-junio y noviembre-diciembre de 2021, respectivamente) en tres
localidades de la cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta. La‘longitud corporal de
los organismos oscilé entre 30 y 45 cm. Una vez capturados, |0$ ‘ofganismos vivos
fueron transportados en cubetas con agua durante un periodo no mayor a ocho
horas al Laboratorio de Gendmica de la Divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas
(Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco) para su posterior analisis/{Los peces
fueron sacrificados de acuerdo con las indicaciones establecidas en la NormaOficial
Mexicana NOM-033-SAG/Z0O0-2014 [71]. Se extrajeron los higados de cada-pez.y

se cortaron en trozos de 100 mg, se trituraron inmediatamente con nitrégeno liquido
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y s€ almacenaron en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL a -80 °C para la posterior
extraceion de ARN.

Figura 11-3. Bagre acorazado recolectado en la cuenca baja del rio Grijalva-

Usumacinta.

Tabla 1l-1. NUumero de muestras.reeolectadas por temporada y localidad.

Temporada de~, Temporada de

Localidad secas lluvias Total
(n) (n)

Bit-G 5 4 9

RA-G 5 6 11

CL-U 5 4 9

Total (N) 29

Aislamiento de ARN y analisis de expresién génica

Se aislo el ARN total de 50 a 100 mg de cada muestra de higado mediante el método
de fenol-cloroformo [72]. EI ADN genomico se elimind €on DNasa | (Thermo
Scientific, Vilnius, Lituania). La pureza y la concentracién se._cuantificaron con el
sistema de espectrofotometro Epoch (Agilent BioTek, Inc., Winoeski, VT, EE. UU.).
La sintesis de ADNc se realiz6é con el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (Applied
Biosystem, Foster City, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante y se

almacené a -20 °C hasta su posterior analisis.

Disefio de oligonucledtidos
Los oligonucledtidos degenerados se disefiaron utilizando Geneious Prime®

v2023.1.2 (https://www.geneious.com, consultado el 11 de mayo de 2021, Boston,

———————
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MA{ EE. UU.). Para el disefio del gen de interées CYP1A, nos basamos en el
alineamiento de mudltiples especies obtenidas de GenBank (Ancistrus sp.
HM043796 Corydoras sp. HMO043797; Hypostomus affinis HMO043798;
Pterygoplichthys spp. HM043795), obteniendo el siguiente par de oligonucleotidos:
F.-TGTACCTGGTMAAGAGGCTGC; R:RCAGATGACATTTGCCACAGATAC, con
un tamafo de 95 pb. Para el disefio del gen de referencia, GAPDH, basamos
nuestro trabajo en ‘el_alineamiento de las siguientes especies (Ictalurus punctatus
NM_001201199; Pangasianodon hypophthalmus XM_026926330; Tachysurus
fulvidraco XM_0271492%7, Silurus meridionalis XM_046847779), obteniendo el
siguiente par de oligonucledtidos: F:GCTGGAATTGCCCTKAATGATCA;
R:CTTGGATGCCATGTAGGCEAT, con un tamafio de 108 pb. Este gen ha sido
reportado en otras especies despeces como un gen de referencia estable [73].
Ambos pares de oligonucledtidos” fueron sintetizados por Integrated DNA

Technologies.

Andlisis de PCR cuantitativa

La PCR en tiempo real se realizo en la plataforma Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Germantown, MD, EE. UU.). La reaccion de/PCR sef@justo a un volumen final de 20
pL, utilizando 1 pL de ADNc (500 ng), 10 pL de 2X PowerUp SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Austin, TX, EE. UU.), 0.5 puL de.eada cebador y 8 uL de
agua libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MD, EE. UU.). Todas
las muestras se analizaron por duplicado y se incluyé un control’'sin ADNc (NTC) en
cada ejecuciéon. El protocolo de amplificacion se desarroll6 con las siguientes
condiciones: 95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante.10y 60 °C
durante 30 s. Confirmamos la especificidad de los productos de gPCR yverificamos
gue no se habian amplificado dimeros de oligonucleétidos mediante un andélisis de
disociacion (curva de fusion) y electroforesis en gel de agarosa al 2%, Agarosa
ultrapura (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), TAE1X, 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y 10x Blue Juice (Invitrogen, EE. UU.) y bromuro

de etidio (Invitrogen, EE. UU.) [74]. La normalizacion de los datos de expresion
L
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génica se realiz6 utilizando GAPDH. Los resultados se expresan como la relacion
entre el ciclo umbral (Ct) del gen de referencia (GAPDH) y el del gen diana o de
interés (EYP1A) [75]. La estabilidad del gen de referencia se evalué utilizando el

algoritmo BestKeeper [76].

Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos _se realizaron en R (version 4.3.3) [77]. Para evaluar las
diferencias en la raz6n Ctsmedia entre localidades y temporadas, se llevé a cabo un
andlisis de varianza de dos.wias (ANOVA), seguido de un analisis posterior de
comparaciones multiples utilizandola prueba HSD de Tukey con interacciones en
el paquete ggstatsplot [78]. La ‘mormalidad se verificd con la prueba de Shapiro
utilizando el paquete Stat, version'3.6.2, y la homocedasticidad con la prueba de

Levene, utilizando el paquete can[79].

Resultados

De los tres sitios evaluados en este estudio, RA-G/présento los valores de expresion
mas altos. Con respecto a las variaciones.en la expresion del gen CYP1A para las
tres localidades durante la temporada seca y lluviosa, laimplementacion del ajuste
HSD de Tukey en la comparacion post hoc (Figura 1I-4) revel6 las diferencias
significativas entre los siguientes localidades y temporadas: entte RA-G durante la
temporada lluviosa y Bit-G durante la temporada seca y lluviosa;jentre RA-G durante
la temporada lluviosa 'y CL-U durante la temporada seca, entre la temporada lluviosa
y seca para CL-U, y entre RA-G y CL-U durante la temporada de seca-Solo CL-U

presento diferencias entre temporadas.

Del ANOVA de dos vias considerando la localidad, la interaccion estacional mostro
diferencias significativas entre los dos factores principales (Localidad: F= 7.55yp=
0.003, Temporada: F=10.08, p=0.004) y ningun efecto significativo en la interaccion

(localidad: estacion F = 2.88, p= 0.076).
L
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Figura llI-4. Expresion del gen CYP1A entre localidades agrupadas‘por estacion. Los
diagramas de cajas muestran la distribucion de los valores normalizados del ciclo
umbral (Ct) del gen CYP1A (GAPDH / CYP1A). Cada caja presentaos.valores de
la mediana (linea negra gruesa en la caja) con cuartiles en las part€s, superior e
inferior de las cajas. Los valores minimos y maximos estan representados por los
bigotes y los valores atipicos estan representados por los circulos negres~Los
valores de p muestran las principales diferencias significativas.

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. CYP1A: Citocromo P450 1A.
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Discusion

Esta investigacion evalu6 la expresion del gen CYP1A en el higado del bagre
acorazado en-tres sitios de la subcuenca inferior del rio Grijalva-Usumacinta. Los
niveles mas altos de transcripcion de ARNm se detectaron en la localidad RA-G
(Figura 11-4), ubieadaen la subcuenca inferior del rio Grijalva (Figura 11-2), aunque
la expresion fue evidente en los tres sitios. Estos resultados en RA-G coinciden con
informes de deterioro-en la calidad del agua en esta subcuenca [58,60]. Esto se
alinea con un patron mé&s amplio observado en otras especies de peces; por
ejemplo, se inform6 una alta_expresion de CYP1A en Ariopsis felis Linnaeus, 1766
(Actinopterygii:  Siluriformes:” /Ariidae) recolectada de ecosistemas costeros

contaminados dentro de la misma‘Cuenca que este estudio [52].

La localidad RA-G es propensa a recibir sedimentos y contaminantes de las
subcuencas de los rios Usumacinta y Grijalva. Los sedimentos funcionan como
importantes sumideros de materia_erganica.e“hidrocarburos [80], con una notable
acumulacion de HAPs altamente persistentessehidrofobicos [81]. Estudios han
documentado altos niveles de soélidos suspendidos en los rios Grijalva y San Pedro
[82], y HAPs especificamente en los sueles‘de la estacion Ribera Alta de la RBPC
[64]. Eventos histéricos como el derrame de petrdleo del pozo Kab 121 en 2007 [83],
gue impacté la pluma del rio Grijalva, subrayan aun mas-~€ste riesgo, un estudio
posterior encontrd altas concentraciones de HAPs de bajo peso molecular en el
higado (133,5 + 84,9 pg/g y 75,9 = 50,2 ug/g en el primer y*segundo muestreo,
respectivamente) de Ariopsis felis, indicativo de exposicion cronica, con.el promedio
de HAPs encontrados en el higado de estos peces. Por lo tanto, la interaccion entre
la hidrodinamica de estas aguas y las propiedades de los contaminantés-facilita su

acumulacion en sedimentos y en el bagre.

Los habitos alimenticios del bagre acorazado implican consumir detritos, ‘gue
obtienen al raspar materia organica, restos de plantas superiores e invertebrados

acuaticos bentonicos tanto de los sedimentos como de las superficies de las plantas
—————————
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[84485], lo que contribuye a la bioacumulacién de contaminantes presentes en los
sedimentos. Un estudio enfocado en la cuantificacion de metales pesados entre
peces carnivoros y detritivoros en un rio subtropical en Brasil encontré las
concentraciones mas altas en peces detritivoros [86]. En relacion con lo anterior, los
niveles de expresion identificados en este estudio, especialmente en RA-G, pueden

correlacionarse eon4os reportes de acumulaciéon de sedimentos en el rio Grijalva.

Al realizar el modelo cenrinteracciones entre localidades y temporadas, observamos
gue, en la temporada de'lltvias, el nivel de expresién en RA-G aumentd. El andlisis
estacional de las muestras’ reveld6 que en la época de lluvias exhibié
consistentemente los niveles~mas altos de expresion. Esta observacion es
consistente con el aumento del arrastre de sedimentos en este periodo; estudios
previos han reportado mayores concentraciones de sdlidos suspendidos totales
(SST) en los rios y lagunas desTabasco durante esta temporada [59]. Ademas,
Salcedo et al. [87] relacionaron-tas temporadas de inundaciones en la RBPC con
una mayor perturbacion e hipereutrofizacion,.correlacionandose con la distribucion
de SST y fosforo total (PT). De manera similar, el aumento de las precipitaciones en
el rio Grijalva se correlaciona con niveles elevados de minerales, turbidez y
coliformes totales [59]. Cardoso-Mohedano et al. [88] informaron que, en la
temporada de lluvias, los altos niveles de descargas deshutrientes del sistema de
los rios Grijalva-Usumacinta hacia la zona litoral~"costera incrementan

significativamente la disponibilidad de nutrientes.

La ubicacion de CL-U exhibi6 variaciones significativas entre temporadas (Figura

[I-4). Durante la temporada de secas y lluvias, hubo una disminucién y un aumento
correspondientes en la expresion, respectivamente. La baja exprésién en la
temporada seca se puede explicar por diferentes hipétesis: (1) )bajas
concentraciones de hidrocarburos arométicos policiclicos en CL-U en la temparada
de secas, esta hipotesis se correlaciona con informes de niveles mas bajos-de
contaminacion en la subcuenca baja del rio Usumacinta en comparacion con la

subcuenca baja del rio Grijalva [69,70]. (2) Condiciones hipoxicas, en peces se ha
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establecido una relacién entre la expresion disminuida de CYP1A y las condiciones
hipdxieas)[89,90,91]. La hipoxia, caracterizada por oxigeno tisular insuficiente para
la homeesStasis [92], a menudo se ve exacerbada por la eutrofizacion, una causa
importante del, agotamiento del oxigeno acuatico que pone en peligro a los
organismos agUaticos [93,94]. En consonancia con lo anterior, un estudio de
Esqueda-Lara et-al.[95] en el humedal Chaschoc (CL-U) identificO nuevos registros
de fitoplancton duranté la temporada seca, incluyendo especies indicativas de
contaminacion de materia organica y eutrofizacion. Estas condiciones eutroficas
documentadas durante ‘el periodo seco en CL-U indican fuertemente un estrés
hipdxico subyacente, lo que“explica los bajos niveles de expresion de CYP1A que
encontramos. (3) Los bagres han'desarrollado una tolerancia a estos contaminantes
al adaptarse a los ambientes contaminados predominantes [41,42]; se necesitan
estudios con un mayor numero de ‘muestras para evaluar estos problemas en
profundidad. En contraste, el aumento en la expresiéon de CYP1A durante la
temporada de lluvias puede estarrelacionado con las altas concentraciones de TSS,
TP, nitratos y coliformes reportadas'en esta'temporada en la subcuenca baja del rio
Usumacinta [96]. Por lo tanto, consideranios que’la Hipotesis 2 explica mejor la baja

expresion en este sitio.

Una caracteristica biolégica clave del bagre acorazado es.que exhibe resiliencia a
la calidad degradada del agua y se observa con frecuencia en ambientes
contaminados [41]. La investigacion sobre Pterygoplichthys anisitsi, Eigenmann y
Kennedy 1903 (Siluriformes: Loricariidae) ha revelado una . gama diversa de
transcripciones para enzimas involucradas en la desintoxicacion de xenobidticos
[42]. Esta notable adaptacion hace que estos bagres sean excelentes.candidatos
para el biomonitoreo en los ambientes eutréficos y altamente contaminados de la

region, tanto en temporada de secas como en la de lluvias.

—————————
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Conclusiones

La expresién del gen CYP1A observada en el bagre acorazado indica un
mecanismo devrespuesta a los HAPs, que presenta una variabilidad relacionada con
la ubicacion geografica y los cambios estacionales. Dada la presencia constante de
sedimentos, hidrocarburos y HAPs en los cuerpos de agua de Tabasco,
particularmente enfciertas temporadas, nuestros hallazgos resaltan la exposicion
cronica a la que se-enfrentan los organismos acuaticos en esta region. Las
observaciones realizadas en CL-U muestran un posible aumento en la
concentracion de contaminantes en esta region, que se ha considerado con un nivel
menor de contaminacion; por lo-tanto, es crucial continuar monitoreando esta area.
La notable resiliencia del bagre” acorazado a condiciones adversas, como la
contaminacion, lo posiciona como un‘bioindicador invaluable para evaluar el estrés
ambiental. Ademas, este trabajo)también respalda la efectividad del gen CYP1A
como biomarcador centinela de”tontaminantes. En futuras investigaciones, es
necesario cuantificar la expresion génica de'otros genes involucrados en la cascada
de desintoxicacion celular. Ademas, es esencial'ampliar el tamafio de las muestras
e integrar métricas convencionales, como la espectrofotometria, para identificar
contaminantes y lograr asi una comprension mas solida de los impactos

xenobibticos en estos ecosistemas.

—————————
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Materiales suplementarios

Tabla II-27 Resumen de los valores de Ct del gen CYP1A en el bagre acorazado.

Locality Bit‘G CL-U RA-G
mean sd min mx mean min max sd mean sd min max
Dry seasson 0.962 07115 0.85 1.09 0.878 0.8 0.92 0.046 1.07 0.113 0.94 1.21
Rainy Seasson  0.965 04079 0.89 1.06 1.085 0.96 1.13 0.083  1.147  0.086 1.05 1.25

Bit-G: Bitzales in Grijalva sub=pasin; CL-U: Chaschoc lagoon in Usumacinta sub-basin; RA-G: Ribera Alta in Grijalva sub-basin. sd:
standard deviation; min: minimum value; max: maximum value.

Tabla II-3. Resumen de‘los valores de Ct del gen GAPDH en el bagre acorazado.

Locality Bit-G CL-U RA-G
mean sd min mx mean sd min max mean sd min max
Dry season 0.886 0.106 0.783  1.004\, 0.815 0.043 0.743 0.854 1.134 0.12 0.997 1.283
Rainy Season 0.98 0.081 0.904 1.077 1109 0.085 0.981 1.155 1.324 0.1 1.212 1.443

Bit-G: Bitzales in Grijalva sub-basin; CL-U: Chaschoc lageonyin Usumacinta sub-basin; RA-G: Ribera Alta in Grijalva sub-basin. sd:
standard deviation; min: minimum value; max: maximumivalue.
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CAPITULO lIl.

NIVEL DE EXPRESION DE GENES ASOCIADOS
CON EL ESTRES AMBIENTAL EN MANATIES DEL
SUR DEL GOLFODE MEXICO Y EL CARIBE
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Resumen

El manati, Trichechus manatus manatus, es una especie en peligro de extincion. El
objetivo de este trabajo fue determinar los niveles de expreSién de los genes
relacionados con el metabolismo de los xenobidticos en tres poblaciones de
manaties bajo diferentes condiciones ambientales en México. Se aislo, el ARN de
21 muestras de tejido (higado, piel y sangre), que posteriormente se convirtieron en
ADNCc. Se utilizd6 qPCR para analizar los genes de interés MT2, CYP1A1,"ARNT y
GSTP1-1. Entre la expresion diferencial de los genes de interés, solo en MT2"se
observaron variaciones significativas entre los sitios de muestreo del Golfo de

México y el Caribe (p=0,033). Estos genes pueden utilizarse como biomarcadores

—————————
80
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

para el monitoreo ambiental durante las evaluaciones de salud de los manaties o
en contingencias ambientales que impliquen una mortalidad desconocida de estos

organismos:

Palabras claver Trichechus manatus manatus, gPCR, expresion génica,

desintoxicacion eélular, biomarcadores moleculares.

Introduccioén

El manati Antillano, TricheCchus manatus, es un mamifero acuético totalmente
herbivoro, perteneciente al ordenSirenia [1]. La subespecie manati del Gran Caribe,
Trichechus manatus manatus, habita las costas y llanuras costeras de las regiones
del Golfo y el Caribe de México. Esta subespecie esta en peligro de extincién de
acuerdo con la Lista Roja de lapUnién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) [2]. En México-Desde 1922, los manaties estan protegidos [3] y

es considerada una especie de canservacionsprioritaria.

La contaminacion del habitat es uno delos factores de riesgo para las poblaciones
de manaties en México. La exposicion cronica a diférentes tipos de contaminantes
compromete su salud, tal y como se ha informado para el'manati de Florida [4]. En
el Golfo de México, la cuenca baja de los rios Grijalva-Usunjacinta, se considera la
region con mayor abundancia de manaties [5], y se caracteriza por el uso
generalizado de agroquimicos en extensas regiones de cultives{6] y por una alta
actividad petrolera [7]. Del mismo modo, el vertido de aguas negras qué no han sido
tratadas contribuye negativamente a la calidad del entorno [8]. En 2018.ocurrié un
evento inusual de mortandad de manaties en distintos sitios del rio Grijalva,que fue
considerado de emergencia nacional por el nUmero de manaties muertos~(9), las
causas se asociaron a explosiones dafiinas algales por eutroficacion del agua, pero

sin ser estas pruebas concluyentes [9].

—————————
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La costa caribefia de México, incluida la bahia de Chetumal (ChB), alberga otra gran
poblaeidon de manaties [10]. En el sur de Quintana Roo, el cultivo de cafia de azlcar
y las desc€argas de aguas residuales representan fuentes potenciales de metales
pesados como\Mercurio (Hg), Cadmio (Cd), Hierro (Fe) y Cobre (Cu) [11, 12] en la
ChB. Relacionadoe con lo anterior investigaciones previas [13] reportaron mayores
concentraciones-desmetales pesados en huesos de manaties del Golfo de México
en comparacion con/los manaties de ChB. No obstante, las concentraciones
generales de metales pesados en este estudio superaron los registros de otras
especies de mamiferos*marinos. Estos hallazgos confirman que la ChB no esta
exenta de contaminacion, l6-que vulnera la salud de los manaties expuestos a estos

toxicos.

Tradicionalmente, el monitoreo de-la contaminacion en la fauna silvestre se ha
llevado a cabo principalmente mediante analisis quimicos [14], aunque este tipo de
andlisis son insustituibles, una de-{as limitagiones de su uso es la falta de capacidad
predictiva para vincular los datoss obtenideS,.con el estado de salud de los
organismos y las poblaciones [14,15]/En.este contexto, los analisis moleculares son
una importante herramienta para detectar las”rutas metabdlicas alteradas a
consecuencia de estresores ambientales [16].. Los estudios a nivel de
transcriptomica son abordados para evaluar la respuesta genética de los
organismos a los cambios ambientales [17]. Los avancés-en las ciencias émicas
han permitido ahora incluir en estas evaluaciones especies ne.modelo, como los
grandes mamiferos marinos [18]. Por ejemplo, se han aplicado_eon éxito estudios
transcriptomicos y ensayos de expresion génica especificos para evaluar el impacto
fisiologico de los factores de estrés antropogénicos en especies como.la ballena
minke comun (Balaenoptera acutorostrata) [19], las orcas (Orcinus orca){20] y las
nutrias marinas (Enhydra lutris) [21]. Se han documentado estudios de este\tipo en
la subespecie Trichechus manatus latirostris [22], en los que se analiz6 la expresion
génica diferencial en un grupo de manaties rescatados de una zona afectada per la
marea roja. Sus resultados mostraron que los cambios en la expresién génica

relacionados con la respuesta inmunitaria, los procesos neurodegenerativos y la
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inflamacion fueron las observaciones mas notables. Este estudio contribuyo con una
mejor.comprension de la respuesta inmunitaria de los manaties a las toxinas de la
marea yscontribuye al disefio de biomarcadores. Sin embargo, la subespecie
Trichechus manatus manatus carece de estudios de expresion génica, por lo que

es fundamental'llevar a cabo este tipo de investigaciones.

Las alteraciones enlJosniveles de transcripcion genética pueden indicar los primeros
signos visibles de detefioro de la salud [21]. Estos estudios proporcionan un marco
para monitorear los efeetos de niveles subletales de contaminantes y facilitar la
evaluacion de la salud del ‘eCesistema [23]. La expresion genética asociada con la
desintoxicacion celular puede‘serun instrumento valioso para descifrar la respuesta
genética de los organismos a diferentes tipos de factores de estrés ambientales y

antropogeénicos.

Los genes diana evaluados en‘esta‘investigacion, MT2, CYP1Al, ARNT y GSTP1-
1, son esenciales para mediar la desintoxicaciéh,celular, el metabolismo xenobiético

y la eliminacién de metales pesados [24-26].

El gen MT2 pertenece al grupo de las metaletioneinas (MT), un conjunto de enzimas
gue intervienen en la desintoxicacion de metales pesados (cadmio, mercurio,
plomo) y en la proteccion contra la toxicidad de los metales)[27-29]. Las enzimas
del gen CYP1Al son responsables de eliminar y ‘neutralizar pesticidas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y derivados del petréleo, [30-32]. La
induccion de la expresiéon de CYP1Al sirve como biomarcador de ‘toxicidad en
especies animales [33]. El gen ARNT (Translocador nuclear del receptor de
hidrocarburos arilicos) pertenece a la familia de las proteinas reguladeras de la
transcripcion [34]. El gen ARNT desempefia un papel clave en la casecada de
sefializacion del metabolismo xenobidtico, trabajando en conjunto con los{genhes
CYP [34,35] y en la via de sefalizacion de la hipoxia [36-38]. Por ultimo, las enzimas
de la Glutation S-transferasa (GST) participan en el metabolismo de los xenobidticos

y en la eliminacion de sustancias nocivas para la célula, en la fase Il de la
—————————
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biotransformacion de los xenobibticos [35]. GSTP1-1 se sobreexpresa en los
eritrocitos, humanos en casos de mayor toxicidad sanguinea [39,40]. Se ha
propuesto a GSTP1-1 como biomarcador en humanos, que puede indicar una
exposicion prolongada a la contaminacién ambiental, y se ha planteado la hipotesis

de que puedefncionar de manera similar en otros mamiferos [35,40,41].

La relevancia de monitorear la expresion de los genes implicados en el proceso de
desintoxicacion celular.reside en el hecho de que algunos xenobidticos pueden ser
toxicos para el organisme’si no se metabolizan correctamente [42] y, por lo tanto,
pueden alterar funciones fisieldgicas importantes. Este tipo de analisis ayuda a

comprender el estado de salud.de;fos organismos y los ecosistemas.

El objetivo de esta investigacion fue“determinar los patrones de expresion de los
genes asociados con el metabolismo*de los xenobidticos MT2, CYP1A1, ARNT y
GSTP1-1 en poblaciones de=Trichechus manatus manatus bajo diferentes
condiciones ambientales y de estrés epns México. Los resultados de esta
investigacion ayudaran a mejorar nuestra comprension de como responden los
manaties a factores de estrés ambiental especificos. ;También pueden proporcionar
informacion relevante para el disefio y la implementacion de estrategias para mitigar

el impacto de los contaminantes en la salud de los manaties.

Resultados

Se obtuvo ARN de buena calidad. Los valores de rendimiento de la, relacion de
absorbancia 260/280 21,9, indicaron que se obtuvieron muestras de ARN de alta
pureza. La integridad del ARN se confirmé con electroforesis en gel defagarosa.

Eficiencia y especificidad de la amplificacion

Se obtuvo una sola banda de longitud esperada del amplicén (Figura lll-1). El

analisis de la curva de fusion también indicé un solo pico, lo que sugiere la ausencia
—————————
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de formacion de dimeros de cebador. El control sin molde de ADN no mostro
ninguna sefal detectable. El porcentaje de eficiencia de amplificacion oscilé entre
el 97,049 (ACTB) y el 107,50 % (MT2); los coeficientes de correlacion oscilaron
entre 0,995 (GSTP1-1) y 0,999 (ACTB y ARNT) (Tabla IlI-1).

B actin B actin B actin GAPDH

Figura Ill-1. Gel de agarosa (2.%) de produetos amplificados por PCR para GAPDH
y ACTB, los genes de referencia candidatos. Escalera de ADN (DNA Ladder) de
100 pb como referencia.

Estabilidad de la expresion de los genes-de~refereneia candidatos

La combinacion de los genes de referencia GAPDH vy ACTB fue la forma mas
estable en los diferentes métodos utilizados, en comparacion con el uso de genes
individuales (Tabla 111-2). El analisis RefFinder arroj6 resultados.casi consistentes
con las clasificaciones ACt, BestKeeper y NormFinder, lo que demuestra que los
genes de referencia presentan un nivel de expresion estable en_las muestras
analizadas. En este andlisis, el valor Geomean mas bajo se obtuvo eméel conjunto
de datos combinado de GAPDH y ACTB (Tabla 111-2).

—————————
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Validacién de la estabilidad de la expresion relativa de los genes de interés

La estahilidad de los genes diana (MT2, CYP1Al, ARNT y GSTP1-1) se valido
normalizandeles con respecto a la combinacion de genes de referencia GAPDH y
ACTB (Figuradl=2), que se identific6 como la mas estable en todos los métodos
analizados.

Expresion relativa de 1os genes de interés

Al comparar la expresion géniea diferencial entre los sitios de estudio (Figura ll1-2),
observamos que solo el gen MI¥2ymostraba diferencias significativas (F= 4.69, df=
2, p= 0.023) con valores mas altes en el sitio GRB. Las comparaciones por pares
mostraron diferencias entre los sities"GRB y ChB (p= 0.033), mientras que no se
observaron diferencias entre les individuos de ChB y los de cautiverio. La
comparacion entre los tejidos /muestreados (Figura 111-3) muestra una diferencia
significativa (F= 14.89, df= 2, p< 0,000153)para.el gen MT2, con un valor mas alto
para las muestras de higado (prueba porpares:;/igado frente a capas leucocitarias,
p= 0.001; higado frente a piel, p= 0.003). Los valores atipicos en las muestras
redujeron las diferencias estadisticas en genés concretgs; por ejemplo, en CYP1A1,
el efecto de los tejidos se acercé al criterio de rechazo (F= 3.32, df= 2, p= 0.059).
Se observo cierta tendencia en CYP1AL1 tanto para los efeetos del lugar como para

los del tejido (Figuras llI- 2 y 111-3).
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Figura lll-2. Representacion en diagrama de caja de los niveles de expresion relativa
de los genes MT2, CYP1Al, ARNT y GSTP1-1 para Trichechus manatus manatus
entre los sitios de muestreo. La normalizacibn se realiz6 con ‘reSpecto a
combinaciones de los genes GAPDH y ACTB. Los valores p corresponden_a una
prueba t por pares, utilizando el ajuste de Bonferroni. Sitios de muestreo: GRB} sitio
de la cuenca del Grijalva, ChB: bahia de Chetumal, el cautiverio corresponde .al
centro de rehabilitacion UJAT. Los colores de los puntos se refieren a los tejidos

muestreados: rojo (capas leucocitarias); verde (higado); azul (piel).
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Figura lll-3. Representacion en diagrama de caja de los niveles de-expresion relativa
de los genes MT2, CYP1A, ARNT y GSTP1-1 para diferentes muestras de tejido de
Trichechus m. manatus. La normalizacion se realizé con respecto a combinaciones
de los genes GAPDH y ACTB. Los valores p corresponden a una prueba tpor-pares,
utilizando el ajuste de Bonferroni. Tejidos: capas leucocitarias; higado y piel.‘ElColor
de los puntos se refiere a los lugares de muestreo: rojo (cuenca del Grijalva); verde
(centro de rehabilitaciéon de la UJAT); azul (bahia de Chetumal). El cautiverio
corresponde al centro de rehabilitacion de la UJAT.
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Discusion

Diversoss#Contaminantes amenazan a las poblaciones de manaties en toda su
distribucion, pero los efectos de estos contaminantes sobre la salud de los manaties
no se han documentado suficientemente [43]. Este estudio analizé, por primera vez
en manaties, la‘expresion diferencial de cuatro genes de interés (MT2, CYP1ALl,
ARNT y GSTP1-1) asociados con la desintoxicacion celular y la respuesta a factores
de estrés ambiental,".como los metales pesados, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, y los agroquimicos, en las poblaciones de manaties del Gran Caribe en
México.

Expresion del gen MT2, asociados€on la exposicion a metales pesados

La diferencia significativa observada en MT2 entre los sitios del Golfo de México
(GRB) y el Mar Caribe (ChB) pene de relieve una mayor exposicion a los metales
pesados en el Golfo de México, lo.gue, se correlaciona con los informes sobre estos
contaminantes en esta region [44]. Los resultadoS de los animales en cautiverio
tampoco fueron significativos, esto se puede deber a que, a pesar de ser del Golfo
de México, se utiliza agua potable para el llenado de sus albercas. Las MT, incluida
la MT2, se han utilizado como biomarcadores de la exposicion a metales pesados
[45]. Estudios anteriores han demostrado que el estrés pormetales pesados es un
buen inductor de los MT [46]. La mayor expresion de MT2 se.registré en el grupo
GRB, predominantemente en muestras de higado. En comparacién con el presente
estudio, en los ratones de campo (Clethrionomys glareolus) el andlisis de la
expresion génica de MT1 y MT2 en sus higados, mostré alta expresion en las
poblaciones consideradas mas contaminadas [46,47]. De manera similaryen orcas
(Orcinus orca) se observaron valores significativos en la expresion del gen*MT'1 en
biopsias de tejido adiposo [20].

En el caso de la expresion del gen MT2 en ChB los resultados fueron bajos &

insignificantes. Para este grupo, se emplearon muestras de sangre, que, segun
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informes en humanos, se correlacionan directamente con la expresion de MT en
tejidos/de ratas y ratones [48]. Estos resultados en ChB pueden estar relacionados
con el menor nivel de contaminacion por metales pesados observado en los huesos
de manaties.de esta region [13], lo que concuerda con los resultados de los analisis

de expresion del'gen MT en lugares con menores niveles de contaminacion [47].

Expresion del gen CYP1A1, asociado con la exposicién a HAPs y agroquimicos

Cuando se analiz6 la expresion del gen CYP1A1l, no se observaron diferencias
significativas entre los sitios.de estudio. El grupo ChB y el grupo en cautiverio
mostraron una tendencia similar:\Se considera que estos sitios tienen niveles de
contaminacion mas bajos en comparacion con GRB. Estos resultados son similares
a los reportados en delfines (Stenella coeruleoalba), donde no se reportaron
diferencias significativas en el gen CYP1Al en animales pertenecientes a sitios
menos contaminados [49]. Sin~@mbarge, cabe mencionar que se esperaba
encontrar altos niveles de expresion/de este.gen.en GRB, debido a la influencia de
la industria petrolera en esta region [7], 10 que no se observo. La disminucion de la
expresion del gen CYP1AL1l se ha correlacionado’con dafio hepatico en ratas [50].
En relacién con esto, los andlisis post.mortem frealizados en manaties GRB
revelaron dafio hepéatico [51]. Por consiguiente, es probable que la baja expresion
de CYP1Al en GRB se deba a lesiones en los higados-analizados. De manera
similar, en otros mamiferos marinos, como las ballenas (Balaenoptera
acutorostrata), también se informd que la expresion de CYPIAXy CYP1A2 en el
higado no mostraba diferencias significativas en relacion con la concentracion de
compuestos organoclorados [19]. Ademas, también se han descrito niveles bajos
de expresion del gen CYP1ALl relacionados con los efectos antagonices de los
bifenilos policlorados (PCB) en fibroblastos de orcas (Orcinus orcas) expuestas a
una mezcla de contaminantes persistentes [52]. Otros estudios en grasa de la falsa
orca (Pseudorca crassidens) han sugerido que los niveles de expresion del‘gen
CYP1Al pueden verse suprimidos en organismos mas contaminados [53].

Teniendo en cuenta lo anterior, es probable que la disminucion de la expresion del
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CYP1ALl observada en el GRB esté mediada por una mezcla de contaminantes
organicos, persistentes y reduzca la capacidad de los manaties para eliminar los
hidrocarbures arométicos policiclicos. En consecuencia, esto es motivo de
preocupacion~para esta poblacion de manaties, que probablemente tiene una

capacidad reduCida para detoxificar este tipo de contaminantes ambientales.

Expresion del gen ARNT, asociacion con la hipoxia y la correlacién con CYP1A1

En cuanto a los resuliados del gen ARNT, no se identificaron diferencias
significativas en ninguno de-los sitios evaluados. Sin embargo, en GRB se observo
una ligera tendencia de correlacién negativa en relacién con la expresion de
CYP1Al (aumento de ARNT y«disminucion de CYP1Al), en contraste con lo
observado en ChB y en cautividad:-Se\obtuvieron resultados similares sobre esta
correlaciéon negativa en focas (Pusa sibirica), donde se evaluaron los genes AHR,
ARNT y CYP1Al en una zena contaminada con hidrocarburos aromaticos

halogenados planos [54].

Normalmente, el gen ARNT se une al receptor<de) hidrocarburos arilicos (AHR)
cuando se detectan xenobidticos, y este.eomplejo(activa la transcripcion de una
variedad de genes diana, incluidos los genes CYP1A1 [55]. El gen ARNT también
esta asociado con el factor inducible por hipoxia (HIF-a), upregulador crucial de las
respuestas a las condiciones de oxigeno reducido [54,56]. Por le tanto, dado que el
ARNT es un factor de unién importante para dos vias: los xenobigticos y la hipoxia,
la exposicion a un estimulo puede anular la respuesta biologica al otro,"por ejemplo,
la respuesta a los xenobibticos puede verse alterada en condiciones.de hipoxia
fisiologica [56]. En situaciones de hipoxia, la formacion del complejo HIF-a-ARNT
activa la transcripcion de genes de respuesta al bajo nivel de oxigeno, lo que.induce
un aumento de la expresion del gen ARNT [34]. El gen ARNT, en eventos de hipoxia
elevada, puede disminuir la expresion del gen CYP1Al, estudios en otros
mamiferos han demostrado que la hipoxia disminuye la expresion de las proteinas

y el ARNm de los genes CYP1Al1y CYP1A2 [57,58]. De acuerdo con lo anterior, la
—————————
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tendencia observada en la poblacion GRB sobre los genes ARNT y CYP1A1 apunta
a unasepresion transcripcional de esta via metabolica. Se postula que un aumento
de los niveles de hipoxia podria estar desplazando la actividad del sistema,
priorizando lacrespuesta al estrés por privacion de oxigeno sobre la desintoxicacion
guimica. Aunquea via metabdlica de la hipoxia y el receptor AHR no se evaluaron
en este estudio,-los resultados preliminares sugieren la relevancia de evaluar su
interaccion molecular/en futuras investigaciones para aclarar los mecanismos de

adaptacion observados:

Expresion del gen GSTP1-%

En relacion con los resultados«globales del gen GSTP1-1, no se observaron
diferencias significativas, por lo que ne_es posible argumentar sobre las posibles
implicaciones de estos resultados en‘las poblaciones evaluadas; sin embargo, en
este gen se observo una mayor-expresion en ChB y en cautividad, mientras que en
GRB fue ligeramente inferior. Esta_mayor expresion en los niveles de expresion de
GSTP1-1 se correlaciona con la expresion de/CYP1Al en estos grupos, ya que
estos genes forman parte de las vias de biotransformacion de fase | (CYP1Al) y
fase Il (GSTP1-1), en las que las enzimas“desintoxican los metabolitos reactivos
producidos durante la fase I, convirtiendo los reactivos en-una forma hidrofila para

obtener compuestos inactivos solubles en agua y facilitarasi'su excrecion [35].

Validacion de los Genes de referencia en esta investigacion

Ademas, en este estudio se validaron los genes de referencia GAPDH y.ACTB para
la subespecie Trichechus manatus manatus, estos genes se utilizan con frecuencia
en los andlisis de gPCR para normalizar los genes diana [59]. En algunosgestudios
sobre mamiferos marinos, estos genes de referencia se han utilizadg para
normalizar los niveles de expresién, por ejemplo, en las orcas, Orcinus orca [20],.
también se han utilizado en el manati de Florida, Trichechus manatus latirostris [60].

En consonancia con las investigaciones previas [61], los resultados de este trabajo
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demuestran que el uso combinado de los dos genes de referencia GAPDH y ACTB
ofrece” una mayor estabilidad de expresion que su uso individual,

independientemente del método de analisis aplicado.

Por dltimo, sesfecomienda el uso de un conjunto uniforme de tejidos en futuras
investigaciones ‘para ‘garantizar la coherencia y comparabilidad de los resultados.
Se recomienda el uso.de muestras de sangre debido a la estabilidad de este tipo de
muestra observada en. este estudio. Una de las ventajas de utilizar sangre en los
analisis de expresion génica es que la sangre se desplaza en todo el cuerpo por
medio del sistema circulatorie; lo que implica una amplia gama de sistemas que
pueden utilizarse en la investigaCion, como la respuesta al estrés [62]. Ademas, la
evaluacion de la expresion genética por medio de sangre se ha documentado como
una herramienta eficaz para detectar, la hepatotoxicidad inducida por agentes

quimicos hepatotoxicos convencionales [63].

Implicaciones para la conservacién

Los estudios de expresion génica propa@rcionan informacion sobre el ambiente y la
respuesta fisioldgica de los organismos [64]<Las diferentes respuestas de los genes
analizados en este estudio reflejan los diversos escenarios de contaminacion a los
gue estan expuestos los manaties en los sitios de muestreéo-ylas implicaciones para
su salud, particularmente en la GRB. Asimismo, se recomienda el uso de estos
genes como biomarcadores para el monitoreo ambiental durante-evaluaciones de
salud o en contingencias ambientales que impliguen una mortalidad ‘desconocida
de organismos. Los resultados de esta investigacién indican qué este enfoque
molecular aplicado a muestras de tejidos es una eficaz herramienta defdiagnostico
para evaluar el impacto ecotoxicolégico en las poblaciones de Trichechus manatus

manatus.
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Métodos

Se tomarons21 muestras de sangre y tejido de manaties en libertad y cautivos en el
sur del Golferde México (Figura llI-4). De este total, (1) ocho biopsias de tejido
correspondengsa *manaties silvestres que murieron en un evento contingencia
ambiental [9] enva subcuenca del rio Grijalva (GRB). Las muestras se conservaron
en ARNlater a -80_°C para su posterior analisis. Las muestras de sangre de
manaties vivos se recoléctaron mediante venopuncion del plexo braquial, entre el
radio y la articulacion deleodo [65], utilizando una aguja Vacutainer®. La sangre se
recolectd en un tubo Tempus.{66] con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) para
preservar el ARN. (2) Se recolectaron nueve muestras de sangre de manaties
silvestres de la Bahia de Chetumal (ChB) en Quintana Roo. (3) Finalmente, se
recolectaron cuatro muestras de sangre de animales cautivos de un centro de
rehabilitacion ubicado en DACGBIOL-UJAT en Tabasco, México, durante las
evaluaciones periédicas de saludrealizadas por el personal del sitio. Estos ultimos
ejemplares nacieron en libertad en ‘el sur del-Golfo de México y fueron rescatados
huérfanos. Al momento de la recoleccion*de sangre, estos animales llevaban mas

de un afo en cautiverio y se les identificd como clinicamente sanos.
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Figura llI-4. Mapa de los sitios de muestreo de manaties en esta investigacion. A)
Representa los sitios de estudio en el sur del Golfo de México y el Mar Caribe frente
a México; el circulo azul corresponde a la Bahia de Chetumal (ChB) en elestado de
Quintana Roo. B) Representando el sur del Golfo de México, en el estado de
Tabasco, la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla (RBPC) esta delineada con
lineas punteadas rojas. El circulo verde muestra el sitio de muestreo en la cuenea
baja del rio Grijalva (GRB), y el circulo amarillo muestra el grupo de manaties en

cautiverio procedentes del Golfo de México.
——————
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Aislamiento de ARN y sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se aislaron células de la capa leucocitaria de muestras de sangre utilizando
Lymphopred{Serumwerk, Bernburg, Alemania). Se utilizaron entre 50 y 100 mg de
muestras de tejido (piel e higado). EI ARN total se aisl6 mediante el método de
fenol/cloroformo{67]: EI ADN gendémico se eliminé mediante DNasa | (Thermo
Scientific, Vilnius, Lituania). La pureza y la concentracion del ARN se midieron con
un espectrofotometro-Epoch (Agilent BioTek, Inc., Winooski, VT, EE. UU.) para
determinar la absorbancia 260/280 (DO A260/A280 =1,9 nm). La transcripcion
inversa del ARN se realiz6¢con el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (Applied

Biosystem, Foster City, CA, EE~UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Seleccion de genes de referencia y-disefio de oligonucledtidos

Tras una revision bibliogréafica,‘sezseleccionaron GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa) y ACTB (Beta actina) [59] comeo.genes de referencia, y se eligieron
MT2, CYP1Al, ARNT y GSTP1-1 (Tabla,Itl-3) como genes de interés implicados en
el proceso de desintoxicacion celular.(Para el disefio de los oligonucledtidos se
utilizé Primer-Blast (https://www.ncbi.nim.nath.gov/t@ols/primer-blast/index.cgi) del
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) y<el programa Primer3Plus
v3.3.0 (https://mwww.primer3plus.com/index.html). Los oligonuecleotidos se disefiaron
con base en las secuencias codificantes reportadas para JFrichechus manatus
latirostris en el NCBI (Tabla 11I-3) y fueron sintetizados por~integrated DNA
Technologies.

Expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

La expresion génica se evalud utilizando el sistema de PCR en tiempo) real
StepOne™ (Applied Biosystems, Foster, CA, EE. UU.). Las reacciones de PCR se
ejecutaron en un volumen total de 10 pL: con 2 pL de ADNc (500 ng), 5 uL de 2x

PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Austin, TX, EE. UU.), 0.25
—————————

96
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

uL de cada cebador y 2.5 pL de agua libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific,
Walthamy MD, EE. UU.). Todas las muestras se analizaron por duplicado y se
incluyo un ¢ontrol sin ADNc (NTC) para cada cebador para garantizar la ausencia
de contaminacion. Las condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 3 min,
seguido de 40«Ciclos de 95 °C durante 10 s y 60 °C durante 30 s. La especificidad
de los productos-de:gPCR se confirmé y se verificd que no se habian amplificado
dimeros de cebadares”mediante un andlisis de disociacion (curva de Melt) y una
electroforesis en un gelde agarosa ultrapura al 2% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.
UU.), utilizando TAE1X,200 pb DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.),
10X Blue Juice (Invitrogen; EE. UU.) y bromuro de etidio (Invitrogen, EE. UU.)
[68]Gungl et al. 2018. Ademas, s€construyd una curva estandar para cada conjunto
de oligonucleétidos para cumplie“con los rangos recomendados por MIQE (The
Minimum Information for Publication ‘0f\Quantitative Real-Time PCR Experiments)
[69] utilizando una serie de dilugiones de cinco veces de ADNc, y se calculd el
coeficiente de correlacion (r2, 0;98<1) y la eficiencia de amplificacion (E%) entre el
85,0% y el 110% [70].

Estabilidad de los genes de referencia

La estabilidad de los genes de referencia se evalud.mediante tres algoritmos
comunes: Delta Ct (ACt) [71], BestKeeper [72] y NormFinder [73]. Con el método
ACt, el gen de referencia con la desviacion estandar promedio mas baja se
considera mas estable porque muestra una menor variacion en_la,expresion entre
muestras o condiciones. El indice BestKeeper se calculd utilizando, una media
geométrica de los valores del umbral de ciclo (Ct) de los posibles. genes de
referencia. En BestKeeper, se uso el valor r para clasificar los genes. Cuanto mas
cercano sea el valor r a uno, mayor sera la estabilidad del gen. NormFinder utiliza
un enfoque basado en modelos para estimar la variacion en los datos de expresion
génica. Este algoritmo calcula un valor de estabilidad para cada gen; un valor mas
bajo indica una expresion mas estable en diferentes condiciones o grupos de

muestras.
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Se (tilizo RefFinder para un analisis mas robusto de la estabilidad de los genes [74].
En RefFinder, el valor mas bajo de Geomean (media geométrica) indica que el gen
se clasifieosconsistentemente como el mas estable por todos o la mayoria de los
algoritmos y_.es el candidato ideal para ser el gen de referencia. Los valores de Ct

brutos se utilizaron directamente como entrada para los métodos empleados.

Validacion del andlisis‘de expresion utilizando genes de referencia seleccionados

Para evaluar la fiabilidad”de los genes de referencia, se analiz6 cada gen por
separado, asi como la combimacion de ambos. Estas combinaciones se utilizaron
para normalizar la expresion .de cuatro genes diana: MT2, CYP1Al, ARNT vy
GSTP1-1. Los datos de expresion‘génica se normalizaron y se expresaron como el
cociente entre el Ct del gen de referencia y el del gen de interés [75]. Las diferencias
en la expresién media de cada.gen diana entre los sitios de muestreo y entre los
tejidos se analizaron por separadodebidoya la colinealidad. Se realiz6 un ANOVA
unidireccional tras las pruebas de\normalidad,y homocedasticidad. Se utiliz6 la
prueba T de pares, con ajuste de Beonferroni,\cuando el efecto principal fue
significativo. Se utilizo el programa R (para todos los analisis (version 4.3.3) con
software estandar y el paquete car. Parasla representacion grafica se utilizo el

paquete ggplot2.
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Leyendas de las figuras

Fig. lll-1: Gel de agarosa (2%) de productos de PCR amplificados para GAPDH y
ACTB, los genes de referencia candidatos. EI ADN LADDER corresponde a 100 pb.
Fig. 1I-2: Representacion en diagrama de eaja de los niveles relativos de expresion
de los genes MT2, CYP1A1l, ARNTwW GSTR1<1,para Trichechus manatus manatus
entre los sitios de muestreo. La normalizacién)se realiz6 con respecto a las
combinaciones de los genes GAPDH y ACTB. Los Yalores p corresponden a una
prueba t por pares, utilizando el ajuste de Benferronii Sitios de muestreo: GRB: sitio
de la cuenca de Grijalva, ChB: Bahia de Chetumal; ‘el.cautiverio corresponde al
centro de rehabilitacion de la UJAT. Los colores de los puntos se refieren a los
tejidos de muestreo: rojo (capas leucociticas); Verde (higado);.azul (piel).

Fig.lll-3: Representacion en diagrama de caja de los niveles réelativos de expresion
de los genes MT2, CYP1A, ARNT y GSTP1-1 en diferentes muestras\de tejido de
Trichechus m. manatus. La normalizacibn se realizO con réspecto a las
combinaciones de los genes GAPDH y ACTB. Los valores p corresponden a una
prueba t pareada, utilizando el ajuste de Bonferroni. Tejidos: Capas leucociticas;
Higado y Piel. El color de los puntos se refiere a los sitios de muestreo: rojo (Sitio de
la cuenca de Grijalva); verde (centro de rehabilitacion de la UJAT); azul (Bahia-de

Chetumal). El cautiverio corresponde al centro de rehabilitacion de la UJAT.
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Fig{1ll-4: Mapa de los sitios de muestreo en esta investigacion. A) Representa los
sitios de estudio en el sur del Golfo de México y el Mar Caribe frente a México; el
circulo azulscorresponde a la Bahia de Chetumal (ChB) en el estado de Quintana
Roo. B) Representando el sur del Golfo de México, en el estado de Tabasco, la
Reserva de la”Biosfera Pantanos de Centla (RBPC) estd delimitada por lineas
punteadas rojasElefrculo verde muestra el sitio de muestreo en la cuenca baja del
rio Grijalva (GRB), 'y elcirculo amarillo muestra el grupo de manaties en cautiverio

en el Golfo de México:

Tabla 1llI-1. Parametros de-pendiente, coeficiente de correlacion (r2) y eficiencia
obtenidos a partir de gPCR"para"todos los genes analizados para Trichechus

manatus manatus.

Gen Pendiente r? Eficiencia %
ACTB 13239 0.999 97.04
GAPDH -3.27 0:997 102.01
MT2 -3.15 0.998 107.50
CYP1IA1  -328 L. 0998 “ ) 101.60
ARNT -3.23 0.999 103.60
GSTP1-1 -3.21 0.995 104.90

Tabla lll-2. Clasificacion de la estabilidad de la expresion de dos genes de referencia

en muestras de Trichechus manatus manatus.

Gen ACt BestKeeper Normfinder, ) RefFinder
Average of STDEV  coff. of corr (r)  Stability value! _Geomean
GAPDH 1.31 0.937 1.236 2.06
ACTB 1.31 0.968 1.236 2:06
GAPDH + ACTB 0.87 1.000 0.437 1.19
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Tabla IlI-3. Oligonucle6tidos para el estudio de la expresion génica disefiados
especificamente para Trichechus manatus.

Gen Secuencia Forward (F) Tamaio en pares NUmero de
y Reverse (R) de bases (Pb) acceso
GenBank

ACTB F: GATCTGGCACCACACTTTC 126 XM_004380831.3
R: GTCTCGAAGATGATCTGGGT

GAPDH  F: ACTATCTTCCAGGAGCGAGAT 104 XM_004387206.3
R: CCAGCTTTCTCCAAGGTTGT

CYP1A1 F: CCAACTCTCTGACAGGCTCCAG 113 XM_004374750.2
R: TTGTGTCTCTCGTGGTGCTGTG

MT2 F: ACACCCTCTTCGCCACGT 92 XM_004371563.2
R: GACACAGGAGTCACCAGEAG

ARNT F: GCTGCTAACCCCGAAATGAC 94 XM_023724606.1
R: TGACCCCTCCACCTTGAATC

GSTP1-1 F:ACGACTACGTGAGAGCACTG 108 XM_004383893.2

R: CGGCAAAGGATATCTGGTCAC
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CAPITULO IV.

PATRONES BE EXPRESION GENICA EN
Ctenopharyngodoa-idella EN RESPUESTA A
ESTRES AMBIENTAL EN EL SUR DEL GOLFO DE
MEXICO
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Nombre del articulo: Patrones de expresion génica en Ctenopharyngodon idella
en respuesta a estrés ambiental en el sur del Golfo de México.

Autoresi/Guadalupe Goémez-Carrasco?, Julia Maria Lesher-Gordillo**, Le6n David
Olivera-Gémez'*, Salima Machkour-M’Rabet?, Benjamin Morales-Vela3, Erick De la
Cruz-Hernandez*

Resumen: La cuenca de los Rios Grijalva-Usumacinta, en el Sur del Golfo de
México, crece la-predcupacion por la contaminacion ambiental antropogénica. La
parte baja de esta ¢lenea forma una extensa area de humedales que aloja una alta
biodiversidad y espegies prioritarias para la conservacion y es objeto de pesca
artesanal de especies dulceacuicolas. Esta investigacion se planteé como objetivos
determinar los patrones de la expresion de los genes MT2, CYP1A, ARNT, asi como
comparar las diferencias de-la expresion entre temporada de secas y lluvias, en
higado de Ctenopharyngodon.idella, carpa herbivora o bobo escama como se le
conoce localmente, en sitios canydiferente nivel potencial de estrés ambiental en la
parte baja de la cuenca de los Rios Grijalva-Usumacinta. Se recolectaron muestras
en las localidades de Ribera Alta,. rio, Bitzales y Laguna Chaschoc durante las
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de la Ribera Alta y rio Bitzales estan.-sometidos a una mayor presion por
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Resumen

La cuenca de los Rios Grijalva-Usumacinta;»en el Sur_del Golfo de México, crece la
preocupacion por la contaminacion ambiental antropegenica. La parte baja de esta
cuenca forma una extensa area de humedales que aloja_una alta biodiversidad y
especies prioritarias para la conservacion y es objeto“de pesca artesanal de
especies dulceacuicolas. Esta investigacion se plante6 coma’objetivos determinar
los patrones de la expresion de los genes MT2, CYP1A, ARNT, asi‘como comparar
las diferencias de la expresion entre temporada de secas Y lluvias, en, higado de
Ctenopharyngodon idella, carpa herbivora o bobo escama como se _le conoce
localmente, en sitios con diferente nivel potencial de estrés ambiental ‘en/la parte
baja de la cuenca de los Rios Grijalva-Usumacinta. Se recolectaron muestras‘en las
localidades de Ribera Alta, rio Bitzales y Laguna Chaschoc durante las estaciones
seca Yy lluviosa. Se aisl6 ARN de muestras de higado, que posteriormente Se
convirtieron en ADNCc. Se utiliz6 PCR cuantitativa para analizar la expresion de los
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genes de interés. Los resultados indicaron diferencias entre las localidades para el
gen GYR1A (p=0.032), siendo la Laguna Chaschoc donde se registraron los
menoressniveles de expresion. Entre temporadas no observamos diferencias
estadisticas..es resultados encontrados sugieren que los organismos de la Ribera

Alta y rio Bitzalés estan sometidos a una mayor presién por contaminantes.

Palabras clave: PCR”cuantitativa, Metalotioneina, CYP1A, ARNT, biomarcador

molecular, contaminaeioén, subcuenca Grijalva-Usumacinta.

Introduccioén

En el sur del Golfo de México,«la“subcuenca del Rio Grijalva-Usumacinta esta
amenazada por la contaminacion s antropogénica con metales pesados,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) y plaguicidas organoclorados, (Ponce-
Vélez y Lanza-Espino, 2019; Ruiz=Fernandez et al., 2019; Musalen-Castillejos et al.,
2018; Chi-Coyoc et al., 2016; Ruiz-Fernandez, et al., 2016; Laino-Guanes et al.,
2015), esto como producto de la intensa actividad, petrolera y agricola en la region
(Sanchez-Munguia, 2005).

Los analisis quimicos han sido la forma clasica de“medir la exposicion a
contaminacion en organismos silvestres (Galay-Burgos et-al,, 2003), aunque este
tipo de estudios son necesarios, la limitante de este enfoque-es que no permite
cuantificar la magnitud del dafio biolégico cronico, dificultande+la prevision de
riesgos para la salud y la reproduccion (Moffat et al., 2015). Las metodologias
moleculares se han consolidado como instrumentos clave para. identificar
alteraciones en el metabolismo, lo que facilita el entendimiento™ de las
consecuencias nocivas de la contaminacion sobre la integridad de los seres)vivos
(Christiansen et al., 2014).

A diferencia de los métodos convencionales, los analisis de expresidn genética

permiten discernir con mayor claridad como la exposicion a contaminantes moldea
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la respuesta fisiologica de los organismos, ofreciendo asi biomarcadores de
deteceidn temprana (Fisher y Oleksiak, 2007). La presencia de agentes toxicos en
el entorno suele inducir cambios en los perfiles de expresion génica (Thomas et al.,
2001); en comsecuencia, evaluar dichas alteraciones constituye un método eficaz
para supervisar a toxicidad ambiental, facilitando la deteccién oportuna de riesgos
sanitarios en las\paoblaciones naturales y sus habitats (Thomas et al., 2001).

Los genes asociados'con_las familias de enzimas del citocromo P450 (CYP450) y
de las Metalotioneinas (MT), son considerados los biomarcadores biolégicos mas
usados para evaluar efectos.toxicolégicos (Cheung et al., 2004; Oleksiak, 2008).
Las MT son proteinas que responden al estrés causado por metales pesados
(Viarengo et al., 1999). Su capacidad para unirse a metales pesados les convierte
en un biomarcador util para el monitoreo ambiental (Yang et al., 2024). El gen
CYP1A es empleado en diversos estudios de peces, para evaluar ambientes
contaminados (Wills et al., 20205 Oleksiak,_  2008; Fisher y Oleksiak, 2007). La
expresion de CYP1A en el higado de, los peees.aumenta con la exposicion a una
variedad de compuestos quimicos comaoslos hidrocarburos aromaticos policiclicos y
los compuestos organoclorados (Quirés et al., 2007). Ademas, el Translocador
Nuclear del Receptor de Hidrocarburos de-Arilos (ARNT) cumple con una funcion
vital en la regulacion genética durante la exposicion a’xenabidticos (Rahman et al.,
2012).

Los peces sirven como valiosos bioindicadores de contaminacion-debido a su alto
potencial de bioacumulacion y susceptibilidad a los cambios ambientales (Ahmed et
al., 2022). En el sur del Golfo de México, en la subcuenca del Rio Grijalva, existe
una gran variedad de especies de peces entre ellas podemos encontrar.a-a carpa
herbivora (Ctenopharyngodon idella, Valenciennes, 1844; Actinopterygii:
Cyprinidae) una especie introducida que ha sido extensamente utilizada en estudios
para medir la bioacumulacion de xenobioticos en sitios contaminados (Tlenshieva
et al., 2022; Khan et al., 2023; Kovacik et al., 2024).
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La mayaria de las evaluaciones para identificar la presencia de contaminantes en la
subcuenca del rio Grijalva-Usumacinta han sido dirigidas mediante analisis
qguimicosrtradicionales. Estudios recientes de expresion génica apenas comienzan
a emplearseqara la identificar HAPs en el bagre acorazado (Gomez-Carrasco et
al., 2025). No @bstante, todavia hacen falta mas estudios de este tipo ampliando el
uso de biomarcadores moleculares y otras especies que aporten mas informacién

sobre los efectos ecotoXxicolégicos de los contaminantes en esta region.

Los objetivos de este trabajo son determinar los patrones de la expresion de los
genes MT2, CYP1A, ARNT -asf como comparar las diferencias de la expresion entre
temporada de secas Yy lluvias‘en hfgado de Ctenopharyngodon idella en sitios con
diferentes niveles de estrés ambiental en la subcuenca baja de los Rios

Grijalva-Usumacinta. Los resultados”de esta investigacion permitiran una mejor
comprension de los efectos.omoleculares asociados a la exposicion de
contaminantes en estos organismos, ademas servirdn como indicadores de la salud
ecolégica de esta cuenca y contribuirdn con el disefio de planes de manejo y
conservacion mas apropiados y efectivos engesta subcuenca. Finalmente, esta
informacion también sera Gtil para la prateccion de especies nativas y en peligro de

extincion que comparten habitat con la carpa herbivora;

Materiales y métodos

Area de estudio

El muestreo se realizd en tres localidades del estado de Tabasco, cada una con
diferentes niveles reportados de contaminacion (Figura IV-1). Se seleccionaron dos
puntos de muestreo en la subcuenca baja del rio Grijalva: 1) rio Bitzales\(Bit-G)
(92°22'5.61" O, 18°1'48.42" N), en el municipio de Macuspana; y 2) Ribera Alta)(RA-
G) (92°33'23.43" O, 18°22'32.53" N), en el municipio de Centla. Ambas localidades
se encuentran dentro de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla (RBPC), una

importante Area Natural Protegida Federal que se caracteriza por su alta
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biodiversidad (Lépez-Jiménez et al., 2020). 3) El tercer sitio de estudio fue la Laguna
Chaschog (CL-U) (91°42'59.22" O, 17°47'21.90" N), ubicada en el municipio de
EmilianosZapata, un area influenciada por la subcuenca baja del rio Usumacinta.
CL-U es parte~del humedal Chaschoc, un sitio importante para la conservacion de
la biodiversidad (Gordillo-Chavez et al., 2015).

La subcuenca baja del rio Grijalva ha sufrido numerosos impactos humanos que
han resultado en un deterioro significativo en la calidad del agua y los ecosistemas
fluviales (Lazaro-Vazquez et al.,, 2018; Musélem-Castillejos et al., 2018). Esta
subcuenca se ha visto afectada por presiones antropogénicas, como la extraccion
de petrdleo, la agricultura y las-descargas de aguas residuales sin tratar (Lazaro-
Vazquez et al., 2018; PlascenciasVargas et al., 2014). Ademas, la construccion de
cuatro grandes represas hidroeléctricas en el cauce principal del rio Grijalva ha
alterado el flujo natural del rio, impactando el ecosistema (Alcérreca-Huerta et al.,
2019; Mendoza et al., 2022). Eltercer sitioyde estudio fue la Laguna Chaschoc
(CL-U) (91°42'59.22" O, 17°47'24.90" N),“ubicada en el municipio de Emiliano
Zapata, un area influenciada por la subcuenca’baja del rio Usumacinta. CL-U es
parte del humedal Chaschoc, un sitio importante) para la conservacion de la
biodiversidad (Gordillo-Chavez et al., 2015). A diferencia del rio Grijalva, el rio
Usumacinta es considerado como el “dltimo rio vivo” de México debido a la ausencia
de gran infraestructura hidraulica y extensos asentamientos urbanos, lo que le
permite conservar su caudal natural (Vazquez-Aguilar et al., 2016; Castillo-Cruz y
Medrano-Pérez, 2023) y una calidad de agua superior en comparacion con el rio
Grijalva (Horton et al., 2021).
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Figura IV-1. Localidades de mudestreo enrla cuenca baja del rio Grijalva-Usumacinta
en la llanura costera del Golfo deMéxico, gh el Estado de Tabasco México. En la
parte superior izquierda se encuentra-la foto de un ejemplar de C. idella analizado
en esta investigacion. El circulo verde'representa la localidad de Rivera Alta en la
cuenca del rio Grijalva (RA-G). El circdloy amarillo~corresponde a la localidad
Bitzales, en la cuenca del rio Grijalva (Bit-G). El circulo.azul representa a la Laguna
Chaschoc, en la cuenca del rio Usumacinta (CL-U).

Muestras

Un total de 50 ejemplares adultos de Ctenopharyngodon idellasSilvestres se
colectaron, de estas solo 36 (Tabla IV-1) tenian la calidad e integridad del’/ARN para
el andlisis de expresion génica. Los organismos se capturaron con la.ayuda de
pescadores locales en temporada de secas y de lluvias (abril-junio y noviembre-
diciembre de 2021, respectivamente) en las tres localidades de la cuenca baja del
Rio Grijalva-Usumacinta. Una vez capturados los organismos vivos fueron

transportados en cubetas con agua, en un periodo no mayor a ocho horas, al
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labgratorio de Gendmica de la Division Académica de Ciencias Biolégicas (UJAT)
para su posterior analisis. El sacrificio de los peces se realiz6 siguiendo las
indicaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014
(DOF, 2015)«El higado de cada pez fue extraido y cortado en trozos de 100 mg, y
triturado inmediatamente con nitrogeno liquido y fue almacenado en tubos de

microcentrifuga ‘de 2.5 ml a -80 °C para la posterior extraccion de ARN.

Tabla IV-1. Numero de,muestras de higado de Ctenopharyngodon idella colectadas
para este estudio durante la temporada de secas y lluvias en localidades de la

cuenca baja del rio Grijalva<Usumacinta.

Temperadade  Temporadade

Localidades Total
Seeas Lluvias

CL-U 7 5 12

RA-G 6 6 12

Bit-G 6 6 12

Total 36

CL-U=Sistema lagunar Chaschok, Usumacinta; RA-G=Ribera Alta, Grijalva; Bit-G, Rio Bitzales,
Grijalva.

Aislamiento de ARN y analisis de expresion genética

El ARN total de cada muestra de higado se aislé usando‘entre 50 y 100 mg, de
muestra, la extraccion de los acidos nucleicos se realizé con.el_método de fenol-
cloroformo (Toni et al., 2018). El ADN gendmico se elimind usando DNasa | (Thermo
Scientific, Vilnius, Lithuania). La pureza y concentracion del ARN se cuantifico
utilizando el sistema de espectrofotometria Epoch (Agilent BioTek, Ines,” Winooski,
VT, USA). La sintesis del cDNA, se realiz6 con el kit High-Capacity RNA-to-cBNA™
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante

y almacenado a -20°C hasta su posterior analisis.
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Seleccion de los genes de referencia y los genes de interés y disefio de
oligonucledtidos

Los genes GARDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) y ACTB (Beta actina)
(Kose, 2024) se seleccionaron como genes de referencia. Los genes de interés
elegidos fueron MT2,"CYP1A1 y ARNT los cuales tienen una funcién importante en
el proceso eliminacion“de xenobidticos. Los oligonucledtidos se disefiaron usando
las secuencias codiflcantes reportadas para C. idella en el GenBank (National
Center of Biotechnology=Information, NCBI) (Tabla IV-2). Las secuencias de los
aminoacidos se predijeronsempleando open Reading frame (ORF) Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/prejects/gorf/). Se usé el BLAST (NCBI) para
comprobar la inespecificidad de secuencias. Todos los pares de oligonucleétidos

fueron sintetizados por Integrated DNA«Technologies.

La qPCR se realizé en un volumen‘de 10 ML que contenia 2 uL de ADNc (500 ng),
5 puL de 2x PowerUp SYBR Green/Master. Mix. (Applied Biosystems, Austin, TX,
USA), 0.25 pL de cada primer, y 2.5 pL_de agua'libre de nucleasas (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MD, USA). Todas las reacciones se analizaron por duplicado y
se incluyeron controles sin ADNc (No Template Cantrol, NTC) para garantizar la
ausencia de contaminacién. Los andlisis de gPCR se- llevaron a cabo en la
plataforma de StepOne (Applied Byosistem), teniendo las'siguientes condiciones de
amplificacion: 95°C por 3 minutos, seguidos por 45 ciclos de 952C por 10 sy 60°C
por 30 s. Para corroborar la especificidad de los productos de PCR,amplificados se
realizé una curva de disociacién (curva de Melt) y una electroforesis en gel de
agarosa al 2% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), usando TAE1X, escalera de ADN
de 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), buffer de carga 6X (Invitrogen; USA) y
Bromuro de etidio (Invitrogen, USA) (Gungl et al., 2018). Los genes de referencia
ACTB y GAPDH, fueron usados para normalizar de los datos de expresion genica,
esta normalizacion fue evaluada utilizando los algoritmos Delta Ct (ACt) (Silver et
al., 2006), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004), NormFinder (Andersen et al., 2004) y

RefFinder (Xie et al., 2012). Los resultados se expresan como la relacion entre el
—————————
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ciclo umbral (Ct) de los genes de referencia ACTB y GAPDH y los genes de interés
CYP1A, MT2 y ARNT.

Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias en la relacion Ct promedio entre localidades y
temporadas, se realizé un analisis de varianza, ANOVA, de dos vias. Para las
comparaciones multiples se utilizé una prueba a posteriori de T (pairwise t test) en
el paquete car de R, para el ajuste se utilizé el procedimiento de Bonferroni. El
programa R fue usado para-fealizar todos los andlisis estadisticos (version 4.3.3).

Tabla IV-2. Oligonucleotidos parasel'estudio de la expresidon génica de C. idella.

Gen Secuencia Forward (F) Tamaiho # Acceso

y Reverse (R) (Pb) GenBank

ACTB F: TGACGAGGCTCAGAGCAAGA 126 DQ211096.1
R:GCAACACGCAGCICGTTGTA

GAPDH F:CCGATGTGTCCGTTGITGAC 103 GQ266395.1
R: CCCTTCATTGGTCCATFGAGC

CYP1A F:AACGTCCAAGTGTCCGATGAGA 114 MK852703.1
R:GTAGGCCACTAGATAGACAACAGC

MT2 F-TCAATGAGGAGGTCAACGTG 92 KC256783.1
R: AGACAACATTCATGCGATGC

ARNT F:AAGAACCGAGAGTGGATGCT 94 AY596921.1

R: TGGTGTTGGTGCAGATGATG
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Resultados

El ANOVA,de dos vias incluyendo la interaccion de sitios:temporadas mostro
diferencias significativas para el factor Localidad con el gen CYP1A (Localidad F =
3.8456, df = 24p = 0.0319) encontrandose las mayores diferencias entre RA-G y
CL-U. Mientras guegpara el factor Temporada no hubo diferencias (F = 2.1126, df =
1, p = 0.1558). Para los genes MT2 y ARNT no hubo diferencias estadisticas en
ninguno de los factores’evaluados.
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Figura IV-2. Expresion génica entre localidades agrupadas por estacion. Los
diagramas de caja y bigote muestran la distribucion de los valores normalizados del
ciclo umbral (Ct) de los genes de interés MT2, CYP1A y ARNT con la normalizacion
combinada de los genes de referencia ACTB-GAPDH. La linea negra dentro de la
caja sefala la mediana. La cruz roja sefiala la media de cada grupo. En la parte

superior se incluye el analisis de comparaciones multiples.
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Discusion

La expresion relativa de los genes MT2, CYP1A y ARNT en higado de
Ctenopharyngoedon idella provenientes de tres localidades de la cuenca baja del
Grijalva-Usumacinta, fue evaluada en este trabajo. En términos generales, a pesar
de que no todes d0s resultados fueron estadisticamente significativos, estos
evidencian un patron.consistente con el gradiente de contaminacion previamente
descrito para la regién”(Mendoza-Carranza et al., 2016; Lazaro-Vazquez et al.,
2018; Castafieda-Chavez“et al., 2021), observandose la mayor expresion de los
genes evaluados en RA-G yBit-G, mientras que en CL-U la expresion fue menor, lo
cual concuerda con un menor impacto reportado de la contaminacion en esta zona

(Vazquez-Aguilar et al., 2016; Castillo-Cruz and Medrano-Pérez, 2023).

A pesar de que no se observaronidiferencias estadisticas, la expresion del gen MT2
mostré una clara inclinacion haeiavaloresysuperiores en los puntos RA-G y Bit-G,
en comparacion con CL-U donde\a expresion fue menor. Las metalotioneinas
responden al estrés causado por metales pesados en los organismos (Kadim y
Risjan, 2022) y cambios en los niveles de expresion del gen de metalotioneinas,
MT2, en peces ha sido utilizado como biemarcador de metales pesados en los
ecosistemas (Girgis et al., 2019). El incremento de MT2 ebservado en el higado de
C. idella en RA-G y Bit-G sugiere una mayor exposicion a‘metales pesados en estos
sitios, lo cual concuerda con su caracterizacion como zonas cen mayor influencia
de descargas antropogénicas en la region (Lazaro-Véazquez et al. ,2018; Castafieda-
Chavez et al., 2021). Reportes similares sobre el aumento de MT en zonas con
mayor contaminacion han sido descritos en otras especies de peces, como
Oreochromis niloticus, en la que se reporté un aumento significativo en la.€xpresion
de MT en higado de tilapias en respuesta a contaminacién por metales pesados
(Abumourad et al., 2014). En este pez se encontraron mayores hiveles de expresion
de genes MT en higado en comparacion con musculo (Girgis et al., 2019). “«De

forma similar en el bagre africano (Clarias gariepinus) se informé una mayor
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expfesion de MT en higado, correlacionada con sitios con alto grado de

contaminacion (M’kandawire et al., 2017).

El gen CYPL1A"mostré un comportamiento distintivo entre las localidades analizadas.
Aunque la diferéncia entre RA-G y CL-U alcanzé apenas una significancia marginal
(p=0.052), este“hallazgo sugiere una diferencia en la respuesta metabdlica de
ambas zonas. El gen.€YP1A es inducido por hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), bifenilos policlorados (PCBs) y otros compuestos organicos persistentes,
por medio de la activacién’del receptor de hidrocarburos de arilo (AHR) (Rahman y
Tomas, 2012) y es considerado como un biomarcador centinela de estos
contaminantes (Nambiar et al?,,2025). Estos resultados posicionan a CYP1A como
el biomarcador méas sensible entre los tres evaluados, evidenciando una respuesta
molecular clara frente al gradiente-de\contaminacion. En otros estudios se han
reportado resultados de una elevada expresion de CYP1A en peces correlacionada
con sitios contaminados, en truehamarrony(Salmo trutta: Quirds et al., 2007), en un
ciclido amazédnico (Astronotus ocellatus: ‘dosS,Anjos et al., 2011), en el bagre
(Ariopsis felis: Zapata-Pérez et al., 2010) y engvarias especies de peces de agua
dulce (Williams et al., 2022). Resultados similares han sido reportados en la
localidad RA-G en el pez diablo (Pterygeplichthys spp.), con niveles altos de
expresion génica de CYP1A en higado (Gémez-Carrasco et al., 2025). En este
contexto, los resultados en el higado de carpa herbivora yles'del pez diablo, indican
un nivel alto de presencia de HAPs y PCBs, esto compromete la salud de los

organismos que se distribuyen en esta zona.

La ausencia de diferencias significativas en la expresion de ARNT sugiere que este
gen mantiene una regulacion basal constante frente a las variaciones espaciales y
estacionales evaluadas. Es importante mencionar que, de los tres genes evaluados

en este trabajo, ARNT fue en el que se observé menor expresion.

El gen ARNT es un cofactor nuclear esencial para la actividad transcripcional del

complejo AHR (receptor de hidrocarburos arilicos), en conjunto median las
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respuestas del metabolismo de varios xenobiéticos para mediar sus efectos toxicos
(Vogeletyal., 2020). A pesar de no observar diferencias estadisticas, Bit-G fue la
localidaddonde se not6 un ligero aumento en la expresion de este gen, seguido de
RA-G, esto goncuerda en que son las areas de estudio con mayor contaminacion
(Ponce-Vélez &y Lanza-Espino, 2019; Ruiz-Fernandez et al., 2019). Resultados
similares de una-mayor expresion del gen ARNT relacionados con la exposicion a
contaminantes ambientales han sido reportados en la corvina atlantica
(Micropogonias undulatus) (Rahman y Thomas, 2018), también en copépodos
(Tigriopus japonicus) (Kimet al., 2015) y en un bivalvo (Chlamys farreri) (Tian et al.,
2013).

Finalmente, cuando se realiz6 el@anélisis en relacion con la temporada de lluvias y
secas, no se identificaron diferencias” estadisticas significativas en ninguno de los
sitios evaluados ni entre los genes analizados. La homogeneidad y el ligero
incremento en la respuesta del-gen CYP1A en RA-G durante las lluvias sugieren
gue la poblacién de carpas enftenta una-presion quimica uniforme. Esta baja
variabilidad entre individuos indica /una*exposicion sistémica y generalizada a
inductores como los hidrocarburos aromaticos peliciclicos (HAPS), probablemente
facilitada por la dinAmica hidrologica de latémporada. Este patron de la expresion
genética en RA-G probablemente sea resultado del mayor transporte de estos
contaminantes durante las lluvias relacionado con el aumento de la escorrentia (de
Souza Bery et al., 2024). En relacién con lo anterior, estudios previos han reportado
gue el aumento de las precipitaciones en el Rio Grijalva se corrélaciona con niveles
elevados de minerales, turbidez y coliformes totales (Musalem-Castillejos et al.,
2018). Ademas, en la temporada de lluvias, los altos niveles de descargas de
nutrientes del sistema de los rios Grijalva-Usumacinta hacia la zona litoral, costera
incrementan significativamente la disponibilidad de nutrientes (Cardoso-Mehedano
et al., 2022). Otra tendencia observada fue en CL-U, los resultados de la expresion
del gen MT2 durante la temporada de lluvias exhibi6 un patron estable;
caracterizado por una menor variabilidad y los niveles de expresion entre 10S

organismos. Estos resultados pueden ser atribuidos a la dilucion de los metales
—————————
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pesados por las inundaciones (Zhou et al., 2022). En el bagre africano se reportaron
resultados similares a la tendencia de una menor expresion de MT durante la época
de lluvias” (M’kandawire et al., 2017). En RA-G y Bit-G el comportamiento entre
temporadas también fue muy variable. Las implicaciones de los niveles de expresion
bajos y estableSdel gen MT2 en CL-U en el higado de carpas durante las lluvias,
sugiere un periodo de bajo estrés ambiental por metales pesados. Lo anterior puede
atribuirse a fuertes precipitaciones que probablemente diluyen estos contaminantes

disminuyendo la disponibilidad de los metales pesados en este sitio.

Implicaciones ecoldgicas

Los hallazgos de este estudio sugieren que los organismos de las localidades de la
subcuenca baja del Grijalva (RA-GwWBIt-G) estan sometidos a una mayor presion
de contaminantes, detectables amivel'molecular mediante la activacion de rutas de
detoxificacion de metales pesados (MT2) y biotransformacion de xenobidticos
organicos (CYP1A). La coherencia entre la ‘caracterizacion ambiental de los sitios y
la respuesta transcripcional fortalece la* validez\de estos biomarcadores como
herramientas de monitoreo temprano de los organiSmos acuaticos. Ademas, validan
el uso de la carpa herbivora como‘.dn orgahismo para el biomonitoreo

ecotoxicoldgico de los ecosistemas dulceacuicolas del sur-del Golfo de México.
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CAPITULO V.

COMPARACION,BE LOS PATRONES DE
EXPRESION GENETICA ENTRE PECES Y
MANATIES Y ENTRE LOS-SITIOS DE ESTUDIO:
IMPLICACIONES PARA LA-GONSERVACION
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En (esta tesis doctoral se realizO una comparacion de la expresién de genes
implicados en el metabolismo de xenobidticos en diferentes especies de
vertebrados, peces y mamiferos. La especie de interés, que motivo esta
investigacioncfue el manati (Trichechus manatus manatus). Ademas, se decidid
incluir dos especies de peces (Pterygoplichthys spp., y Ctenopharyngodon idella),

en estas especies también se han reportado eventos de mortandad masiva inusual.

Debido a la limitada disponibilidad de informacion genética para Pterygoplichthys
spp., en los bancos de secuencias genéticas del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI), unicamente el gen CYP1A fue evaluado en las tres especies.

Comparacién de los patrones de €xpresion entre especies

En lo que respecta al gen CYP1A los resultados obtenidos en C. idella y
Pterygplichthys spp., reflejaron“un“patronde expresion génica similar entre ellas,
con mayor expresion y con diferencias estadisticas en RA-G, seguidos por Bit-G en
el caso de C. idella, contrario a lo anterior; en laspablacién de manaties de GRB, se

observaron niveles de expresion bajos y con menos variables entre si.

Aungue la secuencia del gen CYP1A se mantiene conservada, el procesamiento
metabdlico de xenobidticos sigue patrones distintos en Cada una de las especies
evaluadas. Las diferencias funcionales entre peces y_-manaties influyen
directamente en la bioacumulacion de contaminantes y en la eSpefanza de vida de
los organismos. En consecuencia, la expresion génica no es rigurosamente
equiparable entre las especies, esto debido a que los mecanismos de.regulaciéon
genética se llevan a cabo bajo regimenes metabdlicos distintos. No obstante, esta
demostrado que las propiedades y la induccion de CYP1A en los peces esgsimilar a
la de los mamiferos (Goksgyr y Forlin, 1992). Ademas, desde la perspectiva que los
peces son mas sensibles a la contaminacion que los mamiferos, los resultados-de

alta expresion en RA-G similares en el bagre y la carpa, confirman la presencia de
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contaminacion en este caso por HAPs y sus derivados en la cuenca baja del rio
Grijalva.

De acuerdo eon los resultados obtenidos de los peces, se presentan dos hipotesis
relacionadas comla expresion de CYP1AL1 en la poblacién de manaties de GRB. (1)
disminucién de la' capacidad de respuesta para eliminar los téxicos que inducen la
expresion de CYPR1AZ. (2) represion de la via metabdlica para eliminar los
compuestos toxicos que’promueven la expresion de este gen, ante elevados niveles
de hipoxia. Esta ultima,“edncuerda con la correlacién negativa registrada entre la
actividad del gen ARNT y la’de CYP1A1, tal y como se describi6é en el capitulo III.
Al provenir las muestras de GRB"de un evento de mortandad masiva de manaties,
la baja expresion encontrada de este'gen puede deberse a dafio hepatico (consultar
la seccion de discusion del capitulodlil) .«Esto porque se ha evidenciado que el dafio
hepatico disminuye la expresiénsde CYP1ALl en otros mamiferos (Li et al., 2017).
Cualquiera de las dos hipotesis-planteadas presenta implicaciones desfavorables
para la salud y el futuro de esta poblacion desmanaties. Estos resultados en GRB,
podrian asociarse a la baja diversidad genética'reportada para el Golfo de México
(Gomez-Carrasco et al., 2018; Nourisson €t al., 2011). Las consecuencias de una
baja diversidad genética se traducen en.una reduccion de la capacidad de los
organismos para responder a los cambios ambientales (Frankham et al., 2004).

En el caso de la poblacién de manaties de ChB cuando se comparan los resultados
con la poblacién de manaties de GRB, encontramos diferencias\entre estas. En
referencia con el gen CYP1A1l, los patrones de expresion fueron mds altos, pero
con mucha variacion entre los organismos, esto refleja que a pesar de la menor
contaminacion en ChB, esta zona no esta exenta de la presencia ‘de“HAPs y
agroquimicos. Los animales analizados de ChB provienen de distintas zonas)de la
bahia. La variacion encontrada en la expresion genética de ChB, puede_estar
asociada a diferentes niveles de contaminacion en este sitio, ya que se “han
reportado mayores niveles de contaminacién por HAPs en la parte Sur de ChB en

comparacion con el Norte (Alvarez-Legorreta y Saenz-Morales, 2005). Una fuente
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adicional de contaminacion por HAPs son las descargas residuales de la ciudad de
Chetumal, que fluyen principalmente hacia la parte sur de la bahia, comprometiendo
la calidad del agua (Alvarez-Legorreta y Saenz-Morales, 2005). Asimismo, los
escurrimientesy de los rios Hondo y Nuevo también arrastran este tipo de
contaminantessabsur de ChB. En conclusion, a pesar de tener mayor expresion del
gen CYP1A1l en-ChB, en comparacion con GRB, esto indica que los manaties de
ChB cuentan con unasrespuesta bioldgica eficiente ante la presencia de sustancias
toxicas, lo que apunta‘a'na poblacion sana. No obstante, es fundamental mantener
la supervision constante'dé este grupo y establecer politicas que limiten el impacto
de los contaminantes en su-habitat.

De manera global, la actividad del’'gen CYP1A1 confirmd la exposicion a los HAPs
en la totalidad de las especies estudiadas, independientemente de que los niveles
de expresion fueran elevados o-bajos. La exposicidon a hidrocarburos en algunos
mamiferos se ha relacionado ‘econ” problemas fisioldgicos tales como bajo éxito
reproductivo, reduccion en la ‘concentracién. de testosterona, baja tasa de
supervivencia, enfermedad pulmonar y*nivelesbajos de hormonas del estrés
(Schwacke et al., 2014; Lane et al., 2015). Por le"tanto, es necesario implementar
medidas de manejo y conservacion paraJas pobla¢iones de manaties en México

basadas en los resultados de esta investigacion.

Con el gen ARNT fue posible una comparacion entre C. idella y-T. m. manatus. La
carpa exhibié una expresion baja de ARNT y alta de CYP1A, patrén similar al de los
manaties de ChB y cautiverio. En contraste, la poblacion de GRB\mostré una
relacion inversa: ARNT elevado y CYP1A1 disminuido. Estos hallazgos refuerzan la
hipotesis de represion de la via metabdlica para eliminar toxicos en GRB (tal y como

se describid en el capitulo III).

El gen MT2 se evallo en C. idellay T. m. manatus. Aunque los resultados en carpa
no fueron significativos, fue evidente la mayor expresion de este gen en RA-G y Bit-

G en C. idella, en comparacion con el sitio de menor contaminaciéon CL-U. En los

138
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema %

manaties de GRB la actividad de este gen fue notoriamente alta, con una diferencia
estadistica clara en comparacion con las poblaciones restantes, mientras que en
ChB y el"grupo de cautiverio fueron muy bajos y constantes. En carpa, aun sin
diferencias significativas entre poblaciones, las tendencias observadas en la
expresion genética son consistentes con la mayor carga de metales pesados
previamente reportada (Pérez-Cruz et al., 2013; Mendoza-Carranza et al., 2016)

para la cuenca del Rio“Grijalva en comparacion con CL-U y ChB.

Una de las formas en que‘los manaties estan expuestos a los metales pesados y a
otros toxicos es a través-de su alimentacion. Las plantas sumergidas y sus
biopeliculas tienen la capacidad de acumular significativamente elementos
potencialmente téxicos del entoro®circundante (Chen et al., 2015; Toérok et al.,
2015; Geng et al., 2019), procedentes de fuentes domeésticas, industriales y
agricolas (Yang et al., 2018). Lasespecies Echinochloa poliystachya (pasto aleman)
y Eichhornia crassipes (lirio acuético) sonyfrecuentes en la dieta del manati en el
Golfo de México (Ponce-Garcia'et/al., 2017)..Se ha reportado que la especie
Eichhornia crassipes tiene una alta capacidad para bioacumular metales pesados
(Fawzy et al., 2012). A la especie Echinochloa poliystachya se le atribuye la
capacidad de bioacumular cadmio (Solis-Dominguez’ et al., 2007) asi como su
tolerancia frente a la contaminacién con petréleo (Lopesy-Piedade, 2009; da Silva
Correa y Maranho, 2021). Considerando que los manaties-Cansumen del 5 al 10%
de su peso corporal en plantas al dia (Reep y Bonde, 2006), el.consumir grandes
cantidades de plantas al dia puede llevarlos a bioacumular elevadas cantidades de
metales pesados y con una exposicion cronica a estos, poniendo en riesgo su salud.
El evento de mortandad masiva de los manaties en 2018 involucré también a las
especies Ctenopharyngondon idella y Pterygoplichthys spp. (Morales-Vela et al.,
2018) las cuales cohabitan con los manaties. La alimentacion a base de~plantas
acudticas y con los biofilms acumulados en sus rizomas y hojas, es) una

caracteristica basica que comparten estas especies.

L
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De @cuerdo con lo anterior, la exposicion cronica a metales pesados por medio de
la alimentacion en la poblacién de manaties de GRB, compromete su salud, ya que
la toxicidadspor metales pesados se asocia con dafio renal, dafios en el sistema
reproductivo,gnmunoldgico, la reduccion del tamafio corporal y la disminucién de la
densidad 6sea’en algunos roedores y conejos (Beiglbock al., 2002; Goyer et al.,
1970; Escribano-etal., 1997; Gruber et al., 1997; Toman et al., 1999; Velickovic et
al., 2007; Jakimska'etal., 2011. La expresion de metales pesados en los ejemplares
de GRB revela un escenario preocupante para su supervivencia. En consecuencia,
urge aplicar medidas de“manejo inmediato en la cuenca del Rio Grijalva que
mitiguen la contaminacion“y_garanticen la preservacion de los manaties y de la

biodiversidad acompainante.

El gen GSTP1-1, se evaluo en las peblaciones de manaties la expresion observada
no presenta diferencias estadistiecas, no obstante, en ChB y cautiverio la expresion
fue ligeramente mayor, esto cancuerda con la expresion de CYP1Al (GSTP1-1y
CYP1ALl deben presentar una expresion similar), mientras que en la poblacion de
GRB se obtuvo una menor expresion en*este gen. Estos resultados en GRB, son
criticos ya que, la disminucion del gen GSTP1-1 reduce la funcién de
desintoxicacion contra toxinas y se relaCiona con) una exposicion aguda a

contaminantes (Bocedi et al., 2023).

El Golfo de México, es una zona petrolera y con refinerias, por.Jo que a futuro los
niveles de contaminacion se incrementaran, lo que se traduce<a,una exposicion
cronica a diversos téxicos de los manaties y las especies con las que comparte
habitat en el futuro. La falta de regulacién de las leyes ambientales én el.pais es un
problema importante que limita la recuperacion de las poblaciones de manaties. Las
descargas de aguas residuales sin tratar representan un gran porcentaje de la
contaminacion en los ecosistemas acuaticos, tanto en el Golfo de México como en
el Caribe mexicano (Alvarez-Legorreta y Saenz-Morales, 2005; Barrientos-Pérez et

al., 2022). Por lo anterior, se debe regular y abordar esta problemética, para reducir
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la exposicion de los manaties a contaminantes en toda su area de distribucion en

Méxice; asi como de las especies con las que comparte habitat.
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CAPITULO VI.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
GENERALES
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Este trabajo de tesis genero informacion relevante sobre los manaties, relacionadas
a su metabolismo de desintoxicacion a partir del andlisis de expresion en diferentes
genes camo respuesta a la exposicion a estresores ambientales. Ademas, se evallo
la posible relacidn de este metabolismo con especies de peces que comparten
habitat con elsmanati. Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron
responder las ‘preguntas de investigacion planteadas. Asimismo, los datos
generados en este trabajo serviran para robustecer y desarrollar mejores esfuerzos

de conservacion de esta subespecie en peligro de extincion.

Conclusiones de acuerdo coendos objetivos planteados en esta tesis:

1. Patrones de expresion genética de CYP1A en Pterygoplichthys spp.,

durante la estacion seca y'de Huvias.

Se identifico un patrén de-alta expresion de este gen en la localidad RA-G de
forma general, durante la temporada‘de’lluvias. Esta localidad es el area con
mayor contaminacion reportada de los' sitiaS que fueron evaluados, lo cual

evidencia la exposicion cronica de estos organismos a los HAPs.

Con este objetivo se respalda la informacion previa.que describen el uso de
Pterygoplichthys spp. como un bioindicador de sitios-Contaminados. De igual
forma, se sustenta el uso de CYP1A como biomarcader centinela para la
deteccion de contaminacién por Hidrocarburos arométicos-policiclicos y sus
derivados.

Se recomienda para futuros estudios evaluar otros genes implicados en la

eliminaciéon de xenobidticos.
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2. Patrones de expresion en Trichechus manatus manatus.

Se“encontraron diferencias de expresion génica entre los genes analizados

de lasdres diferentes poblaciones evaluadas.

En la poblaciéh de GRB, se identificd6 una mayor expresion del gen MT2 en
comparacion_con ChB y el grupo de cautiverio, lo cual respalda los reportes
previos de mayor'presencia de metales pesados en huesos de manaties de

GRB en comparacién con ChB.

El gen CYP1Al, presentd: baja expresion en GRB. Estos resultados
sustentan la hipétesis planteada, que refiere a que ante altos niveles de
estrés ambiental los manaties disminuyen la expresion de ciertos genes.
Estos resultados en los manaties de GRB sugieren una baja capacidad para

eliminar toxicos.

A pesar de que en las poblaciones de manaties evaluadas no se presentaron
diferencias estadisticas significativas en cuanto a la expresion de CYP1A1,
en ChB y en los manaties de cautiverio la expresion de este gen fue mayor
gque en GRB, lo cual sugiere una respuesta génica adecuada para la

eliminacién de toxicos en los manaties de ChB y cautiverio.

Los patrones de expresion del gen ARNT en especial en"GRB muestran una
correlaciéon negativa con CYP1Al. ARNT activa dos vias metabdlicas: la de
xenobidticos (que incluyen la activar CYP1Al) y la de la hipoxiaspor lo que
es posible que un factor (alta presencia de xenobidticos o alta presencia de
hipoxia) reprima al otro en condiciones extremas. Lo anterior implica la
presencia de condiciones altas de hipoxia en los maniates de GRB) que

reprimieron la eliminacién de xenobidticos.
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En los niveles de expresion del gen GSTP1-1 no se observaron diferencias
significativas. Este resultado es coherente con su participacién en la
bietransformacion de xenobioticos junto al gen CYP1A1l; de hecho, ambos

genesspresentan una correlacion positiva dentro de dicha ruta metabdlica.

3. Patrones-'de" expresion geénica en Ctenopharyngodon idella en

temporadas. de‘secas y lluvias.

En relacion con ‘el"'gen MT2 en carpa este no mostré diferencias en la
expresion, sin embargos’los niveles fueron més altos en RA-G y Bit-G, lo cual
es similar a lo encontrado,'en los manaties de GRB y respalda la mayor

presencia de metales pesados en la cuenca baja del rio Grijalva.

La mayor expresion del gen CYP1A en C. idella se obtuvo en RA-G, seguida
de Bit-G lo cual es similar&lo observado en el bagre. Esto refuerza la mayor

presencia de HAPs previamente reportada en esta region.

Los patrones de expresion de ARNT fueron bajos en esta especie, en las
poblaciones analizadas, lo cual tiene sentid@ con los niveles de expresion
altos de CYP1A, ya que a mayor expresion de CYP1A hay menor expresion
de ARNT. Esto refleja la correlacion que existe entre-estos genes y respalda

los resultados encontrados en el manati.

En relacion con los resultados de expresion génica obtenidos en las
temporadas de secas y lluvias: durante la temporada de lluvias, en la
poblacion de CL-U, se observé un patron de expresion constante«y.baja en
el gen MT2, lo cual se asocia con el menor nivel de perturbacion pormetales

pesados, reportado en esta zona.

De igual forma, en la poblacién de RA-G en la temporada de lluvias, el patron

de expresion de CYP1A fue mayor y constante entre los organismos, debido
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a. la mayor presencia de contaminacion por hidrocarburos aromaticos
policiclicos y sus derivados en esta region. En la temporada de secas no se
observo un patron constante de expresion para ninguno de los genes y en
ninguna, localidad, pues se presentd una alta variacion de expresion entre

organismos.

Recomendaciones

Con los resultados”obtenidos en esta investigacion se considera pertinente
el uso del gen de” Metalotioneinas (MT2) y del gen CYP1Al como
biomarcadores molecularesrobustos en la identificacién de metales pesados
y HAPs y se recomienda que sean incluidos en el monitoreo ambiental de las

poblaciones de manaties y también de peces.

En futuras investigaciones~sobre desintoxicacion en las poblaciones de
manaties de GRB, es necesario evaluar la expresion de otros genes
implicados en la cascada gengética de reSpuesta a la hipoxia (HIF) y genes
de la ruta del 6xido nitrico sintasa y el estfés oxidativo, con la finalidad de
identificar los mecanismos subyacentés con la disminucion del gen CYP1A1,
posiblemente influenciada por la hipoxia celular.

Finalmente, se recomienda la integracion de perfiles de expresion génica con
andlisis quimicos cuantitativos de contaminantes, tanto en muestras
biolégicas como ambientales. Este enfoque multidisciplinario permitira
corroborar los hallazgos moleculares y fortalecer la robustez de los
resultados, asi como proporcionar una Vvision integral de.la salud

ecosistémica en las areas analizadas.
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Principios bioéticos

Para la recoleccion de muestras de Trichechus manatus manatus, evaluadas en
esta investigacion, se solicitaron permisos con fines de investigacion ante la
Secretaria de”Medio Ambiente y Recursos Naturales. Los permisos fueron los
siguientes: para lasfecolecta en el Golfo de México: N.° SGPA/DGVS/008615/18 y
para la recolecta en-el Caribe (Quintana Roo): N.° SGPA/DGVS/10361/21.

En relacion con los peces evaluados en este trabajo Ctenopharyngodon idella y
Pterygoplichthys spp., estos”organismos fueron sacrificados de acuerdo con las
indicaciones establecidas en lafNarma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014.

151
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuéticos, Trichechus manatus manatus y

peces herbivoros que comparten ecosistema %

Alojamiento de la Tesis en el Repositorio Institucional

Titulo de Tesis:

Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos
acuaticos, Trichechus manatus manatus y peces herbivoros que

comparten ecosistema

Autora dela

Tesis:

Guadalupe Gémez Carrasco

ORCID:

0000-0001-6943-9204

Resumen de la

Tesis:

En Méxicoela subespecie Trichechus manatus manatus, se encuentra en
peligro de extincidn. En el estado de Tabasco, se presentd una mortandad
inusual de manaties; donde al menos 48 organismos murieron y asociada
también con la muerte de los peces carpa herbivora y el pez diablo. La causa
exacta de muerte no fue definida en su totalidad. El objetivo de este trabajo fue
comparar la expresion de los genes de interés CYP1A, ARNT, MT2 y GSTP1-
1, en poblaciones-de'manaties de algunas regiones de México y dos especies
de peces herbivoraos\que comparten habitat, como biomarcadores de estrés
ambiental. Se aisl6 ARN _de muestras de higado en los peces y en manaties
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los analisis de expresion génica. La expresion del gen MT2 en las poblaciones
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significativos. Se propone el uso de los biomarcadores moleculares validados
en este trabajo, para el biomonitoreo ambiental de las poblacienes de manaties
en México y de las especies con las que comparte habitat, ‘Ademas, se
recomienda el uso de los peces analizados en este estudio como

bioindicadores de estrés ambiental.
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Anexo fotogréfico

o>

Toma de muestras de sangre de la“aleta pectoral de Trichechus manatus manatus en Bahia

Chetumal. Créditos: Benjamin Moralés:Vela y Humherto Bahena.

VAR et . o -

Colecta de muestras de manaties en Bahia Chetumal. Créditos: Benjamin Morales-Vela.y

Humberto Bahena.

162
Guadalupe Gomez Carrasco-2026



Expresion genética asociada al estrés ambiental en los organismos acuaticos, Trichechus manatus manatus y
peces herbivoros que comparten ecosistema

Organismos de Pterygoplichthys spp., analizados en este trabajo de tesis.
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RNA Ribosomal 285+
RNA Ribosomal 185t

RNA Transferencia-

Electroforesis en gel de agarosa de.ARN de muestras de higado de peces extraidas con el

método de fenol-cloroformo.
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Andlisis de la curva de disociacion (Melt curve) realizada para verificar la
especificidad de los productos de gPCR de los genes analizados en esta

investigacion.
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